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1.1. La infertilidad.  
La historia de la infertilidad va de la mano de la historia de la humanidad misma. Ya en el libro 
del Génesis se encuentra referencia escrita a ella, relatando el caso de Abraham y Sara, y desde 
el Paleolítico se conocen referencias a la fertilidad de la mujer y su capacidad de engendrar hijos. 
Tuvieron que pasar más de 19 siglos para que el avance de la ciencia médica durante la segunda 
mitad del siglo XIX pudiera comenzar a ofrecer soluciones a las parejas afectadas. El hecho de 
que P. Steptoe y R. Edwards lograsen en 1978 el primer embarazo con técnicas de fecundación 
in vitro y posterior transferencia de embriones al útero (Steptoe 1978) supuso para la comunidad 
científica la posibilidad de intervenir eficazmente en el proceso reproductivo humano hecha 
realidad. Desde entonces, miles de parejas infértiles que hasta ese momento se veían 
imposibilitadas para tener hijos han recurrido a estos procedimientos como un camino real hacia 
la paternidad.  
Desde el punto de vista médico, la Organización Mundial de la Salud (OMS) define la 
infertilidad como una enfermedad del sistema reproductivo que se caracteriza por la incapacidad 
de lograr un embarazo clínico después de doce meses o más de relaciones sexuales no 
protegidas. Se define como infertilidad primaria cuando no es posible lograr un embarazo en 1-2 
años sin gestación previa, e infertilidad secundaria cuando se cumplen los criterios de infertilidad 
primaria pero habiéndose logrado gestación en algún momento previo (Rowe, 1993). Se estima 
que en la actualidad la infertilidad en general afecta a más de 186 millones de personas en el 
mundo (Inhorn 2015) de manera que se trata de un problema que continúa estando presente, un 
reto para la biomedicina y un camino arduo para las parejas que lo atraviesan. Los motivos que 
propician un aumento de la necesidad de técnicas de reproducción asistida (TRA) para resolver 
los problemas relacionados con la infertilidad son diversos y afectan de diferente manera a la 
población.  Mientras que en los países del primer mundo el desarrollo educacional y profesional 
de la mujer ha postergado la edad a la que desea ser madre, y por tanto la incidencia de 
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infertilidad primaria es mayor, en los países subdesarrollados este problema no es frecuente, pero 
sí una altísima incidencia de enfermedades de transmisión sexual que derivan en infertilidad 
secundaria, así como la dificultad para acceder a unas prestaciones sanitarias higiénicas. 
Si bien es cierto que el avance en las TRA ha implicado poner una nueva tecnología en constante 
evolución al servicio de la población, su existencia sumada al uso de contraceptivos ha supuesto 
una percepción de control de la fertilidad. Ello lleva implícita la idea de poder recuperarla a 
voluntad, no siendo necesariamente así y mucho menos cuando va directamente ligada a la edad. 
Por todo ello, parece que la tendencia es a no disminuir, sino todo lo contrario. Esto implica un 
enorme esfuerzo a nivel médico, por las dificultades que entraña su diagnóstico y el tratamiento 
de los desórdenes reproductivos de cada miembro de la pareja; a nivel estatal, porque se trata de 
un problema de carácter público que repercute sobre los servicios sociales y sanitarios de un país, 
y a nivel tecnológico, en la búsqueda de progresos que aporten soluciones a la mayor parte de 
parejas infértiles. También ha supuesto la aparición de ciertas cuestiones médicas, éticas y 
sociales que precisan de la atención no sólo de los profesionales sanitarios sino de la sociedad 
como conjunto, y ahora tiene la responsabilidad de asegurar que los avances conseguidos a 
través de las TRA se implanten de una manera responsable (Brezina 2011). 
 
1.2. Técnicas de Reproducción Asistida  
En el mismo año del nacimiento de Louis Brown, en 1978, Alex Lopata describió en Melbourne, 
Australia, el primer ciclo ovárico estimulado mediante citrato de clomifeno (CC) (Lopata 1980), 
en 1980 la OMS publicó el “Manual de laboratorio para el examen del semen humano y la 
interacción de semen y mucus cervical” (Al-Nuaim L, 2007) y Alan Handyside introdujo el 
análisis genético preimplantacional (PGD) para identificar embriones genéticamente anormales 
mediante biopsia embrionaria. En 1982 ocurrió el primer nacimiento tras inseminación uterina 
artificial (IA), y ese mismo año se empezaron a usar medios de cultivo para el desarrollo de los 
gametos y embriones. En 1983 se registraron los primeros nacimientos mediante donación de 
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óvulos y embriones (Trounson, 1983), se desarrolló la técnica de maduración in vitro de ovocitos 
(Veeck 1983) y ese mismo año el grupo australiano de Monash IVF reportó el primer embarazo 
tras la transferencia de un embrión congelado (Trounson 1983). No fue hasta 1992 cuando se 
alcanzó uno de los mayores hitos en la historia de la reproducción asistida: Palermo y Van-
Steirteghem consiguieron en Bruselas el primer embarazo exitoso tras inyección 
intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) (Palermo 1992).  En ese mismo año se documentó 
el nacimiento de dos bebés provenientes de espermatozoides aspirados del epidídimo y un año 
después se publicó el primer caso de descendencia mediante el uso de extracción espermática 
testicular (TESE) más ICSI en un hombre con azoospermia no-obstructiva. 
En 1994 el grupo de Alan Trounson en Australia consiguió la maduración in vitro (IVM) y 
fecundación en ovocitos de mujeres no ovuladoras con síndrome de ovario poliquístico (PCOS) 
(Trounson 1994). El año siguiente, en 1995, se documentó el primer nacimiento humano tras 
maduración in vitro, ICSI y hatching asistido (Barnes et al, 1995). También en 1995 Jacques 
Cohen publicó los resultados del primer test de aneuploidías. 
En 1997 se publicó uno de los casos más mediáticos en la historia de la reproducción asistida: 
Ian Wilmut y Keith Campbell consiguieron clonar una oveja (Dolly) en Escocia usando células 
de las glándulas mamarias de una oveja adulta y un ovocito enucleado (Wilmut, 1997).  
Los avances en los años siguientes fueron innumerables: los primeros embarazos tras el uso de 
FSH recombinante y antagonistas de la GnRH, se lanza el programa para la secuenciación del 
ADN del cromosoma humano  (Human Genome Project), nace el primer bebé a partir de 
ovocitos vitrificados y de alguna manera se cierra un ciclo cuando en mayo de 1999 nace Casey. 
La hermana de Louise Brown, Natalie, fue concebida también a través de Técnicas de 
Reproducción Asistida en 1982 y su bebé fue el primero concebido de manera natural de una 
madre proveniente de TRA. En 2006 Louise Brown seguiría sus pasos concibiendo también de 
forma natural a su primer hijo, Cameron, en el Reino Unido. (Kamel 2013)  
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Como se puede concluir tras este breve resumen de los hitos en la historia de la Reproducción 
Asistida, los buenos resultados con los que contamos hoy en día son debidos a un conjunto de 
avances a distintos niveles: mejoras en los métodos de cultivo, optimización de las condiciones 
del laboratorio e introducción de nuevas tecnologías.  Entre ellas destacan  por un lado el 
diagnóstico genético preimplantacional (DGP), desarrollado para detectar anomalías genéticas en 
los embriones. Y por otro lado, los avances en las técnicas de criopreservación, tanto en ovocitos 
como en embriones. Un buen sistema de cultivo embrionario añadido a un programa de 
congelación con resultados estables es fundamental para maximizar las tasas acumuladas de 
gestación por ciclo estimulado. Si a ello se le añade la optimización en la selección embrionaria, 
se obtiene un mayor rendimiento de embriones de buena calidad, lo que permite al embriólogo 
reducir el número de embriones transferidos.  
Otro de los avances tecnológicos de los últimos tiempos ha sido la introducción de los sistemas 
time-lapse en los laboratorios de fecundación in vitro. Los criterios de selección morfológica 
clásica se basan en observaciones puntuales de parámetros tales como el número de células y la 
simetría. Estos parámetros están correlacionados con las tasas de gestación pero no implican una 
selección del todo fiable ya que, por un lado, el valor predictivo de estos criterios clásicos de 
selección no es perfecto, y por otro lado, se ha estimado que entre el 50-70% de los embriones no 
alcanzan el estadio de blastocisto (French 2010)(Gardner 2000). Esto apoya la teoría de que 
incluso tratándose de embriones con buen aspecto morfológico, sólo una pequeña fracción de 
estos embriones está destinada a convertirse en un recién nacido vivo (Patrizio 2009). 
Esta limitación a la hora de distinguir con fiabilidad entre embriones competentes y embriones 
con limitaciones de desarrollo o de implantación, ha llevado a la necesidad de desarrollar nuevas 
líneas de investigación, siendo una de las más novedosas el uso de la tecnología time-lapse. En 
2011 se produjo un hito en esta disciplina: Unisense Fertilitech introdujo un novedoso sistema de 
monitorización para observar de forma continuada el desarrollo embrionario a lo largo de las 
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horas de cultivo, el EmbryoScope®. En Diciembre de ese año, en el Cleveland Reproductive 
Center de Ohio, Estados Unidos, nacieron los primeros gemelos en los cuales se utilizó esta 
tecnología. Dos años después, en 2013, Alison Campbell, embrióloga senior británica, introdujo 
la tecnología time-lapse en las etapas tempranas del desarrollo embrionario como método para 
seleccionar y transferir embriones con aspecto óptimo sin necesidad de biopsiarlos y hacerles el 
diagnóstico genético preimplantacional (DGP) en casos de fallos de FIV recurrente (Campbell et 
al, 2013). 
Una vez enumerados los cambios experimentados en los laboratorios de FIV, quizá lo más 
importante sea la evolución conceptual que han experimentado, pasando de métodos muy 
básicos al rigor basado en la evidencia científica. Hasta hace relativamente poco todos los 
esfuerzos se encaminaban a tener un control preciso sobre variables como la temperatura, la 
iluminación, la composición de los medios de cultivo o la concentración de gases en el interior 
de los incubadores. Hoy, el control de estas variables se considera aspecto de obligado 
cumplimiento pero se ha trascendido a un nivel superior en el que se busca la excelencia basada 
en la eficiencia. Ya no se trata tan solo de conseguir un embarazo sino de finalizar el tratamiento 
con un niño sano sin prejuicio para su salud o el de su madre durante el tratamiento y posterior 
embarazo.   
 
1.3. La problemática de la “selección embrionaria” 
Tras esta breve descripción de algunos de los principales avances ocurridos en los casi 40 años 
de andadura de la Reproducción Asistida en humanos, resulta evidente la mejora de los 
resultados clínicos obtenidos. Aún así todavía hay limitaciones en las TRA. Hay ciertos aspectos 
de estos tratamientos que continúan sin resolverse, siendo una limitación importante el hecho de 
que sólo entre el 10-20% de los embriones transferidos al útero sean capaces de dar lugar a un 
embarazo a término (Mackoln 2002) (Evers 2002) Por este motivo es crucial el 
21 
 
perfeccionamiento de los métodos de selección embrionaria ya que es necesario, por un lado 
reducir el número de embriones transferidos, y por otro, identificar aquellos con el mayor 
potencial de implantación. Esto constituye un gran reto considerando que la reducción en el 
número de embriones transferidos podría poner en peligro las tasas globales de éxito de los 
programas de  FIV, y muchas veces son los propios pacientes los que rechazan la transferencia 
de un único embrión en aras de aumentar sus probabilidades de embarazo sin tener en cuenta los 
riesgos asociados. 
A continuación se describen brevemente los marcadores clásicos que han sido utilizados para 
valorar calidad embrionaria en los últimos 30 años así como aquellos que han sido introducidos 
más recientemente.   
 
1.4. Marcadores de calidad embrionaria 
 1.4.1.- Marcadores clásicos no invasivos 
La evolución de los métodos de observación embrionaria no ha experimentado grandes 
cambios en los últimos 30 años. De hecho, la evaluación morfológica, aunque imperfecta, es 
actualmente el método más popular de selección embrionaria previo a la transferencia. 
Históricamente, el embriólogo se ha basado en las observaciones realizadas al microscopio 
óptico en momento puntuales del desarrollo embrionario para describir las características 
morfológicas de un embrión como potencial indicador de viabilidad. Este método de 
evaluación comprende el análisis de los gametos y embriones en etapas puntuales del 
desarrollo comenzando con los ovocitos y los espermatozoides, seguido de los zigotos en 
pronúcleos y de las sucesivas divisiones embrionarias hasta ser transferidos (bien sea en día 2 
o 3 de desarrollo, o más avanzado, en estadio de blastocisto). Los parámetros incluidos 
clásicamente serían: el aspecto citoplasmático del ovocito, el estudio morfológico del 
espermatozoide y su motilidad, el número y aspecto de los pronúcleos en el zigoto, y ya en los 
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embriones el número, tamaño y simetría de las células, grado de fragmentación y número y 
aspecto de núcleos celulares. Adicionalmente se han estudiado otros marcadores como 
división temprana (Rienzi et al. 2005).  Una vez obtenidos estos parámetros se comenzó 
intentado confeccionar escalas numéricas de clasificación por puntos (Giorgettti C, 1995), 
pero toda clasificación de este tipo es subjetiva y debe ser contrastada con los resultados 
propios de cada laboratorio. La Asociación para el Estudio de la Biología de la Reproducción 
(ASEBIR) publicó en 2007 unos criterios para la valoración de ovocitos, embriones 
tempranos y blastocistos. Esta clasificación distingue embriones de cuatro tipos según sus 
características morfológicas y trata de tener en cuenta la evolución dinámica de los 
embriones, de forma que muchas características del tercer día de desarrollo (D3) se 
interpretan en función del aspecto del mismo embrión en el segundo día de desarrollo (D2), y 
lo mismo ocurre en las etapas de blastocisto. Por lo tanto, en esta clasificación unos de los 
aspectos más importantes es el momento en el que se hace la evaluación.   
Mientras que el examen morfológico tiene la ventaja de ser un método sencillo, no invasivo y 
rápido, presenta el inconveniente de ser poco fiable, es altamente subjetivo, precisa de 
formación especializada y presenta pocas esperanzas de lograr una estandarización. Además, 
la definición de calidad embrionaria es un concepto vago e impreciso pero es precisamente 
esta calidad asignada al embrión la que va a determinar el destino de cada uno de ellos, 
impactando directamente en los resultados clínicos.  
 
 1.4.2.- Nuevos marcadores no invasivos  
Las limitaciones de los criterios morfológicos de selección embrionaria han conducido al 
desarrollo de nuevas tecnologías con el propósito de conocer el potencial reproductivo de un 
embrión en concreto a través del estudio del estado fisiológico del embrión y de sus 
funciones. Se han publicado estudios también centrados en analizar el ovocito y su entorno, 
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como por ejemplo las células del cúmulus o el medio de cultivo, pero estos métodos tienen 
varias limitaciones que hacen imposible su aplicación en la clínica de manera rutinaria.  
En este apartado vamos a repasar varios métodos no invasivos basados en el análisis del 
método de cultivo del embrión, fundamentalmente en las áreas de la proteómica y la 
metabolómica, así como en la medida de la respiración ovocitaria y el análisis de la 
morfocinética embrionaria.  
  1.4.2.1.- Respiración ovocitaria. 
La medida del consumo de oxigeno o respiración ovocitaria está considerada como 
uno de los métodos no invasivos más representativos del metabolismo embrionario. Se 
trata de un buen indicador de actividad metabólica, ya que está directamente 
relacionado con la capacidad del ovocito y el embrión de producir adenosina trifosfato 
(ATP). La producción de ATP ocurre en las mitocondrias, y se realiza a través de la 
fosforilación oxidativa. Este proceso representa el 30% del consumo de oxígeno en los 
embriones en división y en torno a un 60-70% en los blastocistos (Trimarchi et al, 
2000). Medir un aspecto de la función mitocondrial como es la respiración 
(fosforilación oxidativa), podría ser indicativo del número y el estado de activación de 
estos orgánulos (fundamentales para completar el proceso de fecundación y 
posteriormente sostener el desarrollo embrionario), y podría traducirse en una manera 
de seleccionar ovocitos con mayor potencial (Tejera et al. 2011). 
 
  1.4.2.2.- Recambio de aminoácidos.  
En la búsqueda de biomarcadores de viabilidad embrionaria en el medio de cultivo, se 
han estudiado en profundidad el consumo de componentes como el piruvato, la 
glucosa, el lactato, la glutamina, etc. Sin embargo cada vez ha sido mayor la evidencia 
de que el perfil aminoacídico refleja la capacidad de desarrollo de los embriones 
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tempranos (Devreker et al. 2001). El experimento clave que vincula el perfil 
aminoácido con el potencial de desarrollo embrionario fue diseñado por Houghton 
(Houghton et al. 2002), quien demostró que el modo en el que embriones de día 2 
modifican el contenido en aminoácidos del medio de cultivo puede ayudar a predecir 
su posterior desarrollo a blastocisto; este trabajo es el primero en revelar la conexión 
entre viabilidad embrionaria y consumo/síntesis de aminoácidos, independientemente 
de otros factores como la evaluación morfológica. La medición de un grupo de 18 
compuestos nos da una idea del fenotipo embrionario gracias a la enorme variedad de 
roles que dichos aminoácidos juegan durante el desarrollo embrionario. Esta es la 
principal diferencia entre el estudio de los aminoácidos y los estudios clásicos de 
metabolómica, donde sólo se analizaban uno o dos compuestos.   
 
  1.4.2.3.- Las “-ómicas” como herramientas de investigación.  
Las “-ómicas” son disciplinas que engloban el estudio de los acontecimientos e 
interacciones de las estructuras celulares y sus procesos, desde el ácido 
desoxirribonucleico (ADN) hasta la función biológica, es decir, desde los genes hasta 
los metabolitos, de una forma compleja y global. Todos los procesos que contribuyen 
en el fenotipo pasan a través de este complejo sistema y la genómica, transcriptómica, 
la proteómica y la metabolómica intentan explicar como un embrión crece y cuáles 
son sus indicadores de éxito (Remohí, Manual, 2012)  
 La genómica. La secuencia del DNA condiciona la síntesis de proteínas y el 
fenotipo, por lo que no se puede descartar la presencia de determinantes 
genéticos relacionados con la viabilidad embrionaria, aunque las variaciones 
específicas del DNA relacionadas con una mejora en las perspectivas de 
desarrollo no han sido identificadas. El estudio de la integridad y de la dotación 
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cromosómica es importante debido a que las aneuploidías no son compatibles 
con el desarrollo de individuos sanos, son la causa más común de aborto 
espontáneo y son muy frecuentes a nivel embrionario (Munne et al. 1995). 
 La transcriptómica. Se basa en la identificación de genes que se expresan 
diferencialmente entre dos o más situaciones de estudio y que resultan 
adecuados en la caracterización de marcadores diagnóstico; las ventajas 
derivadas de estos estudios se deben a que los cambios fisiológicos no se 
traducen en variaciones importantes de la expresión génica y a que la mayoría 
de genes que actúan conjuntamente en un contexto concreto son buenos 
indicadores de una respuesta fisiológica real (Hamel et al. 2008). 
 La proteómica. La caracterización de las proteínas expresadas y secretadas por 
el embrión durante todas las etapas de desarrollo preimplantatorio aportan una 
nueva visión de los procesos biológicos y celulares afectados. Los resultados 
indican que embriones morfológicamente similares presentan perfiles proteicos 
distintos y que una activación adecuada del genoma embrionario, y del 
proteoma, actúa como un factor crítico del potencial de desarrollo embrionario 
(Katz-Jaffe and Gardner 2008). 
Las”-ómicas” descritas hasta ahora tienen en común un carácter invasivo y que 
ninguna de ellas es lo suficientemente sencilla como para incorporarla a la práctica 
diaria del laboratorio de Embriología. Sin embargo, hay una nueva metodología de 
fácil aplicación basada en el perfil metabólico del medio de cultivo embrionario: 
 La metabolómica. El examen de los metabolitos presentes en el medio de 
cultivo se erige como un método potencial de selección embrionaria que 
optimiza las oportunidades de gestación mejorando la eficacia de los 
tratamientos de fecundación in vitro. Los estudios publicados hasta el 
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momento describen una correlación directa entre el perfil metabólico y la 
viabilidad embrionaria. Los perfiles metabólicos que caracterizan a los 
embriones en distintas etapas del desarrollo están estrechamente relacionados 
con la competencia del embrión, y por tanto, son capaces de predecir el 
resultado de un ciclo (Domínguez et al. 2008). 
Cualquiera de las alternativas mencionadas hasta ahora puede emerger en un futuro 
como una herramienta adicional a los criterios morfológicos convencionales de 
selección embrionaria. Las características que deben definir a estas innovaciones 
tecnológicas son: un carácter no invasivo, de uso fácil, económicas, rápidas, fiables y 
reproducibles, que se ajusten al trabajo diario del laboratorio sin forzar cambios en la 
rutina y que aporten información útil a los criterios morfológicos clásicos. Sin 
embargo, muchas de estas técnicas todavía se encuentran en fase de investigación 
básica por lo que los resultados clínicos son escasos. Además, precisan de personal 
altamente cualificado y los centros/laboratorios de reproducción no suelen contar con 
el equipamiento necesario requiriendo el traslado de las muestras a centros 
especializados. Finalmente no olvidemos mencionar que  se trata de ensayos de difícil 
aplicación clínica por su complejidad y que suelen ser invasivos ya que la mayoría 
precisan de cierto grado de manipulación embrionaria. 
 
  1.4.2.4.- Marcadores morfocinéticos y tecnología Time-lapse  
Dentro de los nuevos marcadores de viabilidad embrionaria tal vez estos sean los 
únicos que hayan demostrado superar la mayoría de los obstáculos mencionados 
anteriormente. El estudio de la cinética de las divisiones embrionarias se remonta atrás 
en el tiempo con los trabajos de Edwards sobre el impacto de la división temprana en 
la tasa de gestación en humanos (Edwards 1984), aunque la introducción de la 
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tecnología “time-lapse” en la clínica diaria es relativamente reciente. Sin embargo, ya 
ha dado signos de ser una herramienta de gran utilidad en la mejora de la selección 
embrionaria y en consecuencia, de conseguir un aumento en las tasas de éxito en los 
tratamientos de reproducción asistida (Meseguer 2012, Rubio 2014). El siguiente 
capítulo de esta tesis doctoral se centrará en hacer una descripción detallada de esta 
nueva tecnología así como del uso de la cinética como marcador de viabilidad 
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En los últimos 20 años los progresos en el campo de la reproducción asistida han resultado en 
alrededor de un millón de bebés nacidos en todo el mundo. Estos progresos han supuesto una 
oportunidad para aquellas parejas diagnosticadas como infértiles, ayudándolas a cumplir su deseo 
gestacional. Estos avances han estado enfocados en todo momento a aumentar las tasas de embarazo 
a la par que a reducir el número de embriones transferidos, y disminuir por tanto los riesgos 
asociados a un embarazo múltiple. Por un lado, se ha trabajado mejorando los protocolos de 
estimulación y la metodología del laboratorio, y por otro, aumentando el conocimiento de la 
patofisiología ovárica y el desarrollo embrionario. 
Hay varias razones de peso para tratar de mejorar la selección embrionaria y por tanto los resultados 
clínicos. En primer lugar, se trata de minimizar los riesgos que los embarazos múltiples suponen para 
la madre (diabetes gestacional, hipertensión y anemia) y para el bebé (muerte fetal, prematuridad, 
bajo peso al nacer, y problemas neurológicos entre otros (Pinborg 2005). En segundo lugar, el 
número de embriones que pueden ser transferidos en el útero está sujeto a la ley en muchos países. 
En algunos casos se establece un límite superior, en otros se deja a elección del facultativo médico, y 
en algunos con leyes muy restrictivas se obliga a la transferencia de un único embrión (Pennings 
2009). Por ambos motivos, la reducción de riesgos y de embriones a transferir, se hace necesario 
definir métodos no invasivos fiables para elegir el mejor embrión con el mayor potencial de 
implantación. 
 
Las mejoras en los medios y las condiciones de cultivo (aire purificado, superficies calefactadas, 
incubadores de triple gas, etc.) junto con la información obtenida a lo largo de los años mediante la 
observación de los embriones se ha reflejado en una mejora de la calidad de los embriones cultivados 
en el laboratorio (Gardner 1998, Summers 2003, Leese 2003, Leese 2008, Rienzi 2011). Hasta la 
fecha, estos embriones se han estado seleccionando en base a criterios morfológicos y de desarrollo, 
incluyendo la presencia de pronúcleos en el ovocito y su morfología, número y simetría celular, 
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porcentaje de fragmentos y multinucleación en día dos y tres de desarrollo, compactación y 
formación de blastocistos y estudio de su morfología. Sin embargo, la observación estática de la 
morfología embrionaria para seleccionar el o los más competentes tiene un tiempo limitado por el 
bien del embrión, ya que al extraerlo del incubador para situarlo bajo el microscopio se están 
interrumpiendo las condiciones de cultivo en las que crece. Por este motivo, la evaluación de los 
cambios dinámicos que ocurren durante el desarrollo embrionario ha sido siempre una dificultad 
difícil de resolver.  El grupo de Nagy describió en 1994 los eventos temporales de la fecundación 
ovocitaria en humanos tras microinyeccion intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) (Nagy 
1994). En aquel momento se sospechaba también que los embriones viables seguían un patrón 
temporal predeterminado de divisiones celulares, y que las observaciones secuenciales de la 
morfología podían utilizarse para identificar aquellos embriones que seguían un patrón normal y por 
lo tanto es menos probable que tengan anomalías cromosómicas (aneuploidías) (Sakkas 1998, Mio 
2008). En este sentido, y gracias a los grandes avances en la bioinformática, los sistemas time-lapse 
han evolucionado hasta proporcionar una manera objetiva, dinámica y no invasiva de evaluación de 
los embriones, permitiendo estudiar los tiempos y sincronía en los que ocurren los diferentes eventos 
durante su desarrollo. Representa una poderosa herramienta para ver el desarrollo embrionario de una 
manera coherente e ininterrumpida, a diferencia de los métodos tradicionales (Payne 1997, Scott 
2003, Scott 2003). 
Este capítulo pretende introducir al lector en esta nueva tecnología, estudiar sus aplicaciones en el 
campo de la embriología y describir su uso como herramienta de selección embrionaria. 
 
2.1 Imagen time-lapse 
La fotografía time-lapse o cámara rápida se define como una técnica donde la frecuencia en la cual se 
captan imágenes es mucho más lenta que la utilizada para visualizar posteriormente la secuencia. Una 
vez proyectada a velocidad normal, el tiempo parece transcurrir más rápido, por eso se utiliza para 
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mostrar diferentes sucesos que por lo general suceden a velocidades muy lentas e imperceptibles al 
ojo humano. 
2.1.1 Ventajas e inconvenientes de los sistemas time-lapse: 
Los incubadores estándar en continuo funcionamiento son capaces de mantener unas excelentes 
y estables condiciones de cultivo. Sin embargo, cada vez que se abre el incubador, la 
concentración de los gases y probablemente también la temperatura, varían, y el tiempo 
necesario para recuperar las condiciones óptimas de cultivo puede ser muy diferente de un 
modelo de incubador a otro (Higdon 2008). Los sistemas de incubación time-lapse permiten ver 
en tiempo real el embrión en desarrollo dentro del incubador sin necesidad de alterar las 
condiciones de cultivo (Meseguer 2011), y permiten al embriólogo revisar y analizar las 
imágenes del desarrollo completo del embrión a su conveniencia. El uso de esta tecnología 
además permite ahorrar tiempo en el laboratorio y ofrece la posibilidad de observar las 24 horas 
el desarrollo embrionario de manera que mejora la eficiencia de los ciclos de FIV aumentando la 
capacidad de identificar los embriones más viables. 
A parte de determinar con precisión los tiempos de las divisiones celulares y de cada uno de los 
eventos que ocurren durante el desarrollo embrionario, los sistemas time-lapse permiten detectar 
y seguir fenómenos difícilmente detectables de las divisiones celulares y del desarrollo, como 
por ejemplo la aparición y reabsorción de fragmentos (Hardarson 2002, Van Blerkom 2001), o la 
iniciación de la compactación y la posterior aparición de la cavidad del blastocele (Alikani 
2000). Además proporciona información adicional sobre las interpretaciones incorrectas de 
ciertos fenómenos como la no identificación de células multinucleadas, la categorización de un 
zigoto en 2 pronúcleos cuando en realidad ha habido un tercer pronúcleo en algún momento del 
desarrollo o la definición de un zigoto como no fecundado cuando lo que ha ocurrido es una 
desaparición temprana de los dos pronúcleos. Todo esto da una idea de la relevancia y el impacto 
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de esta tecnología, más aun teniendo en cuenta que la mayor parte de los fenómenos que ocurren 
durante el desarrollo embrionario no son estáticos. 
 
Figura 1. Desarrollo embrionario desde el estadio de zigoto hasta blastocisto 
mediante adquisición de imágenes time-lapse 
 
Sin embargo, también cabe señalar que existen algunos inconvenientes. Debemos recordar que 
los embriones son estructuras tridimensionales y algunas áreas claramente visibles en un plano 
pueden dejar de serlo cambiando el enfoque. Desde el punto de vista del embriólogo una de las 
principales desventajas por lo tanto es la incapacidad de poder mover/rotar los embriones durante 
su observación. Por otro lado, el tiempo exacto en el que ocurren los diferentes fenómenos 
durante el desarrollo embrionario son a veces difíciles de determinar tanto manualmente como 
mediante análisis de imagen. En primer lugar, es más fácil contar dos células en una imagen por 
ejemplo que ocho, porque es necesario distinguir aquellas que ya han sido contadas. En segundo 
lugar, cuantas más células en el embrión, más tienden a solaparse, con lo cual es aún más 
complicado evitar contar dos veces la misma célula. Y por último, a veces es realmente difícil 
distinguir los grandes fragmentos de las células, sobre todo a medida que aumenta el número de 
estas. En otras palabras, cuantos más “objetos” (células y fragmentos) haya en la imagen, más 
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difícil resulta contar las células y determinar si ha ocurrido una división (Meseguer 2011). La 
aparición de burbujas en el medio de cultivo también es un problema ya que impide que se 
puedan evaluar correctamente los embriones, pudiéndose perder algún evento importante del 
desarrollo del mismo (Wong et al, 2012). Finalmente y con respecto al cálculo de los tiempos de 
división debemos reconocer que el tiempo definido como tiempo cero (t0) es una medía de todos 
los ovocitos de la cohorte, por lo que hay un pequeño desfase ya que obviamente no todos los 
ovocitos se microinyectan exactamente al mismo tiempo. Sin embargo este desfase es muy 
pequeño y no afectaría a los resultados obtenidos. Igualmente, en el caso de ovocitos 
inseminados mediante FIV convencional, se tomaría como tiempo de partida el momento en el 
que son inseminados, y se introducirían en el sistema time-lapse sólo aquellos correctamente 
fecundados, pero no hay manera de saber en qué momento exacto fecundó cada uno de ellos, con 
lo cual en estos casos también se asume cierto error. 
 
2.1.2 Sistemas time-lapse disponibles: 
Hoy en día se encuentran disponibles tres tipos de sistema; todos ellos ofrecen la posibilidad de 
describir características morfológicas sin necesidad de extraer los embriones de sus condiciones 
óptimas de cultivo pero la conveniencia de usar uno u otro dependerá del  uso al que se le vaya a 
destinar. En el caso de adquirir el equipo con fines investigadores, el TMS deberá proporcionar 
la mayor cantidad de información posible y disponer de un software sofisticado para la 
interpretación y análisis de los datos. Si el fin es de uso clínico, el TMS deberá generar sólo 
algunos datos claves, fácilmente interpretables y de manejo muy sencillo. 
Estas son las tres opciones disponibles en la actualidad: 
- Incubador construido en torno a un sistema de microscopía comercialmente disponible 
Sería el caso del “Stage-top incubator “de Tokai Hit, Japón. Su elevada calidad de imagen y 
la complejidad de las opciones ofrecidas lo convierten en una herramienta de gran utilidad 
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en investigación. Sin embargo, la estabilidad y condiciones del cultivo embrionario no son 
lo suficientemente óptimas como para ser utilizado clínicamente. 
- Insertar un microscopio dentro de un incubador convencional comercialmente disponible 
Sería el caso de “PrimoVision” de Cryo Innovations, Hungría, este sistema es menos 
flexible pero proporciona unas condiciones de cultivo óptimas y estables. Otros ejemplos 
serían “EmbryoGuard” de IMT Ltd, Israel o el Eeva (“Embryo early viability assessment” 
Merck-Serono); este último ha sido diseñado para ser insertado dentro de la mayoría de los 
incubadores convencionales y proporciona una captura de imágenes automática en campo 
oscuro cuyo fin es analizar información cuantitativa del desarrollo embrionario.   
- Todo en uno incluido: se trataría de un incubador con sistema de microscopía y cámara 
integrado, como por ejemplo el “EmbryoScope®” de Vitrolife, Suecia, “InCu-View Live” 
de Sanyo, Japón, o “Bio-Station IM” de Nikon, Japón. Comenzando por el EmbryoScope®, 
su principal ventaja es que está diseñado para el uso clínico, con lo cual tiene una gran 
capacidad, pudiendo adquirir automáticamente imágenes de hasta 72 embriones cultivados 
de forma individual, y utiliza un software de análisis de imagen en el cual los eventos y 
tiempos de divisiones celulares pueden ser interpretados de manera sencilla. El segundo de 
ellos es el InCu-View Live de Sanyo; este incubador está pensado con fines clínicos y tiene 
la gran ventaja de no necesitar una placa de cultivo específica, sino que se puede adaptar a 
cualquier recipiente de cultivo. En cambio tiene una menor capacidad (12 muestras por 
incubador) y el aumento en el cual se observan las muestras es menor. El último sistema 
mencionado es el Biostation-Nikon, con gran cantidad de opciones de imagen y canales para 
imágenes fluorescentes. Viene equipado con un software sofisticado para interpretar toda la 




El primero de ellos, el EmbryoScope®, es el sistema en el cual los autores tienen 
experiencia y en el que se han basado los estudios que forman parte de este trabajo de tesis. 
 
2.2 El time-lapse como herramienta de selección. Aplicaciones en Embriología 
Como se ha mencionado anteriormente, la selección de los embriones el día de la transferencia se 
basa en criterios morfológicos fuertemente arraigados en la rutina de un laboratorio de FIV. Las 
observaciones están ligadas inevitablemente a momentos concretos de la jornada y considerando que 
el desarrollo embrionario es un proceso dinámico, es posible que muchos procesos críticos que 
ocurren entre las observaciones pasen desapercibidos. Con los sistemas time-lapse es posible evitar 
las limitaciones de una observación intermitente y obtener suficientes imágenes seriadas como para 
resultar en una película del desarrollo embrionario. 
2.2.1 Estudios sobre cinética embrionaria: 
El momento en el que ocurre la primera división celular se propuso tiempo atrás como un 
parámetro relevante de selección embrionaria. Este fenómeno de la cinética embrionaria y su 
impacto en las tasas de embarazo fue estudiado por primera vez por Robert Edwards (Edwards 
1984) y desde entonces se han publicado numerosos estudios en los cuales se defiende la idea de 
que transferir embriones cuya primera división es temprana mejora las tasas de embarazo e 
implantación comparando con embriones con división más lenta (Sakkas 1998, Shoukir 1997, 
Bos-Mikich 2001, Neuber 2003, Sakkas 2001, Wharf 204, Van Monfoort 2004, Lundin 2001, 
Salumets 2003, Tsai 2002, Fenwick 2002). Sin embargo, muchas transferencias de las recogidas 
en estos estudios incluyen más de un embrión, y en varias de ellas además se transfieren 
conjuntamente un embrión de división temprana con uno de división más lenta, con lo cual es 
difícil conseguir evidencias que atribuyan la mejor implantación a los embriones de división 
temprana. Más aún, la mayoría de estos estudios se basan en observaciones únicas y de hecho 
muchos de los autores remarcan la necesidad de aumentar su número para obtener datos fiables. 
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El inconveniente es que para poder incrementar la frecuencia de las observaciones, en el 
momento en el que se publicaron los citados estudios esto implicaba un impacto negativo en el 
desarrollo de los embriones, al tener que extraerlos del incubador con más asiduidad.  
 
2.2.2 Time-lapse y evaluación clínica embrionaria: 
Los primeros experimentos en los que se introdujo el uso de la tecnología time-lapse iban 
encaminados a describir los tiempos concretos de algunos parámetros cinéticos como la primera 
división embrionaria (paso de una a dos células), segunda división temprana (paso de dos a tres 
células), sincronía del segundo ciclo celular (intervalo entre la segunda y la tercera división 
celular) y duración del tercer ciclo de división (intervalo temporal entre las etapas de cuatro y 
ocho células), como se resumió en una de las publicaciones del grupo Kirkegaard (Kirkegaard, 
2012). 
Más tarde, en 1997 Payne utilizó cinematografía time-lapse para estudíar 50 ovocitos humanos a 
los que se les había realizado ICSI y detectar la extrusión del segundo corpúsculo polar y la 
formación de los pronúcleos. Ninguno de los embriones originados se llegó a transferir, pero 
encontró que la calidad embrionaria estaba relacionada con los eventos de la fecundación y la 
periodicidad de las oleadas citoplasmáticas. También descubrió que los embriones de buena 
calidad venían de ovocitos en los cuales el tiempo desde la microinyección hasta la aparición de 
pronúcleos era más homogénea y tenían oleadas citoplasmáticas más largas (Payne 1997). El 
grupo de Lemmen estudió los tiempos y la coordinación de sucesos durante el desarrollo 
temprano embrionario, desde el zigoto hasta el embrión en células, y encontró que la 
desaparición temprana de los pronúcleos y el comienzo de la primera división tras la fecundación 
se correlacionaban con un número más elevado de blastómeras en día dos. También vieron una 
correlación entre la sincronía en la aparición de los núcleos tras la primera división con la tasa de 
embarazo. El desarrollo de los embriones en el sistema time-lapse fue similar al de sus hermanos 
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cultivados en los incubadores convencionales, sugiriendo así que los datos obtenidos del sistema 
time-lapse podían ser extrapolados al resto del laboratorio y validando así el sistema (Lemmen 
2008). 
En un estudio más reciente, el grupo de Wong correlacionó análisis de imagen por time-lapse y 
perfil de expresión génica. Estudiaron 242 embriones supernumerarios proveniente de FIV que 
habían sido criopreservados en la etapa de zigoto. Primero mostraron que los embriones 
humanos que se desarrollan hasta el estadía de blastocisto siguen un patrón de desarrollo 
temporal estricto y predecible, que a su vez está correlacionado con patrones de expresión génica 
predecibles. En segundo lugar encontraron que la expresión génica en embriones humanos en 
etapas previas a la implantación es autónoma y sigue diferentes patrones. Y en tercer y último 
lugar vieron que el desarrollo de los embriones humanos hasta la etapa de blastocisto (potencial 
de desarrollo) podía ser predicho con más de un 93% de sensibilidad y especificidad con tres 
parámetros dinámicos en día dos tras la fecundación, antes de la activación de los genes 
embrionarios: 1) la duración de la primera división citoplasmática de una a dos células, 2) el 
tiempo transcurrido entre la división a dos células y la división a tres células, 3) el tiempo 
transcurrido entre la división a tres células y la división a cuatro células. Sin embargo, ninguno 
de los embriones en ese estudio se llegó a transferir con lo cual no se pudo comprobar si los 
embriones que si seguían el patrón sugerido hubiesen implantado (Wong 2010). 
 
Los estudios preliminares de Cruz trataron de validar la tecnología time-lapse para su uso 
clínico. El grupo comparó en un estudio prospectivo randomizado la calidad embrionaria y el 
desarrollo y tasa de embarazo entre el EmbryoScope® (como sistema time-lapse; TMS) y un 
incubador estándar (SI). Analizaron 478 embriones y compararon la tasa de llegada a blastocisto 
y el porcentaje de embriones utilizables (transferidos y congelados). La Odds Ratio de 
blastocistos (TMS vs SI) fue de 1,158, siendo el tamaño muestral suficiente. La proporción de 
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embriones viables fue de un 28,5% en los embriones cultivados en TMS y de un 35% en los 
cultivados en el incubador convencional, siendo una diferencia estadísticamente no significativa 
(p=0,438). La tasa de embarazo evolutiva no reflejó variaciones significativas entre los 
embriones cultivados en un sistema o el otro, siendo en el TMS de un 42,8% y en el SI de un 
42,1%, y en las transferencias mixtas (dos embriones transferidos a la vez, de los cuales cada uno 
cultivado en un sistema diferente) de un 33,3%, p=0.399. No se encontraron diferencias 
significativas en ninguna de las variables estudiadas, validando así el cultivo embrionario en el 
EmbryoScope® y concluyendo que este sistema de cultivo time-lapse no comprometía la calidad 
embrionaria ni los resultados clínicos (Cruz 2011). 
El grupo de Meseguer publicó en 2011 un estudio más extenso y complejo relacionando 
parámetros morfocinéticos e implantación (Meseguer 2011). La intención del estudio fue 
desarrollar un modelo alternativo de selección embrionaria basado en parámetros cinéticos. El 
estudió consistió en un extenso análisis retrospectivo de las imágenes obtenidas mediante el 
EmbryoScope® en un total de 522 embriones transferidos, de los cuales se incluyeron 
finalmente sólo 247 embriones de implantación conocida, es decir, que provenían de 
tratamientos en los cuales el número de sacos gestacionales observados coincidía con el número 
de embriones transferidos (implantación total o 100%), y de tratamientos en los que no hubo 
embarazo (no implantación o 0%). Así identificaron el momento preciso de la primera división 
celular: la división a dos células (llamada t2), así como las sucesivas: segunda división celular (a 
tres células: t3), tercera división celular (a cuatro células: t4), y cuarta (a cinco células: t5). 
Definieron como momento de la división como el tiempo en el que se observa por primera vez 
una separación completa de las membranas de las nuevas células formadas. Definieron también 
la duración del segundo ciclo celular (parámetro que bautizaron como cc2) como el intervalo 
temporal en el que un embrión pasa de estar en dos células a tres (cc2=t3-t2). Sería el tiempo en 
el que el embrión permanece en la etapa de dos células. Por último, definieron la segunda 
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sincronía (s2) como la duración de la transición de un embrión de dos células a un embrión de 
cuatro células (s2=t4-t3), lo que se corresponde con la duración del periodo embrionario en tres 
células. 
 
Figura 2. Representación gráfica de los eventos del desarrollo embrionario 
considerados: t2, t3, t3, t5, s2, cc2 y cc3. Los tiempos precisos se 
identificaron y midieron en horas tras la microinyección 
 
Para describir la distribución de las probabilidades de implantación, los tiempos se convirtieron a 
variables continuas categorizables dividiéndolas en grupos por cuartiles. Con este procedimiento 
se evitaron sesgos debidos al número total de embriones en cada categoría. A continuación se 
calculó el porcentaje de embriones que implantaron en cada cuartil para ver la distribución de la 
implantación en las diferentes categorías. Se encontraron diferencias significativas entre los 
embriones que implantaron y los que no en todas las variables estudiadas, y de hecho se observó 
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que en los embriones que implantaron la variabilidad dentro de cada parámetro era menor. Un 
descubrimiento interesante fue que el tiempo de las sucesivas divisiones era un valor predictivo 
ascendente de implantación embrionaria. Teniendo en cuenta estas diferencias se realizó un 
análisis de regresión logística para seleccionar y ordenar aquellas variables (expresadas como 
variables binarias dentro y fuera del rango óptimo) con mayor relevancia respecto a la tasa de 
implantación. De esta manera generaron el siguiente orden: 1º) tiempo de división a cinco 
células, t5 (48,8-56,6 horas tras ICSI), 2º) sincronía durante el segundo ciclo celular, s2 (≤0,76 h) 
y 3º) duración del segundo ciclo celular, cc2 (≤11.9h). Un análisis de curva ROC  para 
determinar las propiedades predictivas de este modelo con respecto a las probabilidades de 
implantación dio un valor de área debajo de la curva de 0.720 (95% CI, 0.645-0.795). 
 
Interesantemente también observaron que algunos parámetros, como la multinucleación en el 
estadio de cuatro células, la asimetría de las blastómeras en el estadio de dos células o la división 
celular abrupta de una a tres o más células, afectaban seriamente al potencial de implantación, de 
manera que se definieron como criterios de exclusión. 
Con estos resultados los autores propusieron un esquema de clasificación jerárquica basado en 
rangos óptimos para cada variable; esos rangos se definieron como los dos cuartiles con mayor 
implantación. La clasificación primaria la define la evaluación morfológica de los embriones, de 
manera que se eliminan aquellos claramente no viables (categoría F), como serían aquellos 
altamente anómalos, atrésicos o bloqueados. El segundo paso de la clasificación lo comprenden 
los criterios de exclusión: presencia de multinucleación en el estadio de cuatro células, asimetría 
de las blastómeras en el estadio de dos células y división abrupta de una a tres o más células 
(categoría E).  Y en tercer lugar entran en juego los criterios de selección: tiempo de división a 
cinco células (t5), tiempo transcurrido entre la división de tres células a cuatro (s2) y duración 
del segundo ciclo celular o tiempo transcurrido entre el estadio de dos y tres células (cc2). Si los 
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valores de t5 están incluidos dentro del rango óptimo (48.8-56.6 horas), el embrión se clasifica 
como A ó B; si el valor de t5 se localiza fuera del rango óptimo, el embrión se define como C ó 
D. Para el caso de s2, si el tiempo de división está dentro del rango óptimo (≤ 0.76 horas), el 
embrión se clasifica como A ó C dependiendo del valor de t5; y si el valor de s2 está fuera del 
rango óptimo, el embrión se clasifica como B ó D según t5. Finalmente, se puede categorizar a 
los embriones con un valor adicional positivo (+) si cc2 ≤11.9 horas (A+/B+/C+/D+) o negativo 













Figura 3. Representación gráfica del árbol de decisión jerárquico y las categorías de 
los embriones según potencial de implantación. La clasificación genera 10 categorías 
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2.2.3 El “lenguaje” time-lapse: 
Un aspecto fundamental a tener en cuenta es que a medida que aumenta el número de estudios 
sobre time-lapse, se introducen nuevos parámetros para hablar de fenómenos dinámicos que 
ocurren durante el desarrollo embrionario y eso implica por tanto, nueva nomenclatura. 
Kirkegaard y su grupo propusieron un consenso acerca de cómo recoger y publicar los datos en 
su última revisión (Kirkegaard 2012). Sugirieron la siguiente terminología: 
- Una división es el evento mitótico que lleva a la formación de dos células a partir de una, 
mientras que un ciclo de división se refiere a un grupo de divisiones consistentes en el cual el 
número de células iniciales se dobla. 
- La primera citocinesis es el tiempo que transcurre desde que aparece la primera muesca en el 
estadio de una célula hasta la completa separación de las dos células hijas mediante una 
membrana citoplasmática; para este parámetro son interesantes tanto el momento concreto en el 
que ocurre como su duración. 
- Sincronía es el tiempo en el que comienza un ciclo celular hasta que comienza el siguiente ciclo 
celular (el primer ciclo celular es la duración en la etapa de una célula, segundo ciclo celular es 
la duración de la etapa en tres células, tercer ciclo celular es la duración de la etapa en cinco-siete 
células, etc.). 
- Patrón de división: se define como el tiempo de cada división celular hasta llegar a la etapa de 
compactación. 
- Cinética embrionaria sería el conjunto de tiempos y duración de la compactación, mórula y 
etapas del blastocisto. Compactación se define a partir del momento en el cual se observa una 
fusión de al menos dos células y el diámetro se reduce. Blastocisto se define a partir del 
momento en el que el blastocele aparece en el embrión.  
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- Por último, se estipula como tiempo de aparición de los pronúcleos el momento inmediato en el 
que un núcleo es visible, y de desaparición de los pronúcleos en el instante en el que el un 
pronúcleo desaparece. 
El uso global de esta terminología ayudaría enormemente a comprender y facilitar la 
comparación entre diferentes estudios llevados a cabo por distintos grupos de investigación. 
 
2.3 Conclusiones 
A través de los trabajos publicados hasta el momento en esta área, resultan evidentes ciertos aspectos. 
Por un lado la importancia de establecer la cronología del desarrollo, así como la búsqueda de nuevos 
marcadores que puedan ser utilizados en la clínica para la evaluación morfológica y cinética de los 
embriones. Por otro lado podemos decir también que el análisis no invasivo del desarrollo 
embrionario basado en la toma de imágenes time-lapse es útil no sólo para entender los eventos 
relacionados con la fecundación o el desarrollo a nivel morfológico, sino también para valorar su 
importancia fisiológica durante las etapas tempranas del desarrollo.  
Si bien es cierto que la mayoría de los estudios publicados sobre tecnología time-lapse se han 
centrado en mediciones durante el desarrollo embrionario temprano (formación y fusión de 
pronúcleos, momento de la primera división embrionaria, etc.) (Rienzi 2011, Lundin 2001, Fenwick 
2002. Lemmen 2008), los trabajos más recientes han tratado de trascender más allá de las 
limitaciones iniciales para correlacionar la información obtenida del estudio por análisis de imagen y 
los datos moleculares desde el estadio de zigoto hasta el de blastocisto. Además, han propuesto 
nuevos marcadores específicos para las etapas más tardías del desarrollo que serían capaces de 
predecir el potencial de implantación. Aún así, aunque este es el punto final preferido en cuanto a la 
selección de embriones, la correlación entre la cinética del desarrollo y la tasa de llegada a blastocisto 
es también una alternativa válida como método temprano de selección embrionaria. 
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En resumen, podemos decir que el seguimiento del desarrollo embrionario mediante análisis de 
imagen time-lapse aplicado a la clínica permite obtener información novedosa sobre parámetros del 
desarrollo que pueden ser utilizados entre otros para distinguir aquellos embriones con un potencial 
de implantación más elevado. De hecho, podría llegar a ayudar a distinguir embriones que implantan 
de aquellos que no lo hacen, así como a discriminar aquellos embriones con patrones de división 
aberrantes. 
Por último, si queremos que el fin último sea aumentar la tasa de gestación, es necesaria la 
realización de estudios prospectivos randomizados que esclarezcan y cuantifiquen el poder de 
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Como hemos comentado en el capítulo anterior, mediante el uso de la tecnología time-lapse se han 
podido definir múltiples eventos del desarrollo embrionario, entre ellos la duración de los primeros 
ciclos celulares. Se ha establecido que el tiempo entre dos divisiones consecutivas oscila entre 10 y 
12 horas (Lemmen et al, 2008; Mio et al, 2008; Meseguer et al, 2011), que debería ser suficiente para 
replicar el total del genoma celular y dos citocinesis completas. Ello nos lleva a pensar que la 
aparición de ciclos celulares con una duración menor podría deberse a replicaciones del ADN 
incompletas que desembocarían en una distribución desigual entre las nuevas blastómeras. 
En el modelo logarítmico desarrollado por Meseguer que hemos descrito anteriormente (Meseguer et 
al, 2011) se incluyó como criterio de exclusión un evento observado con cierta frecuencia en el grupo 
de estudio: la división abrupta de dos a tres células en menos de 5 horas, llamado división directa 
(DC2-3). En este trabajo nos planteamos analizar los efectos de ese fenómeno sobre las tasas de 
embarazo clínico e implantación para evaluar la aplicabilidad clínica de la división directa como 
parámetro morfocinético de exclusión. 
Para ello elaboramos un estudio en el que analizamos retrospectivamente un total de 5.225 embriones 
correspondientes a 979 tratamientos de infertilidad realizados en tres clínicas diferentes, de los cuales 
1659 fueron transferidos. 
 
3.1. Material y Métodos 
Los datos recogidos de las tres clínicas incluyeron ciclos tanto de ICSI como de FIV convencional, 
diferentes protocolos de estimulación, un amplio rango de edad de las pacientes y tanto ciclos 
autólogos como de ovocitos donados. Debido a la relativamente baja incidencia de este fenómeno se 
incluyeron todos los casos mencionados para obtener un tamaño muestral suficiente para el análisis 
estadístico y una incidencia significativa en el conjunto de la población. 
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3.1.1 Punción ovárica, decumulación e ICSI: tras la aspiración de los folículos los complejos 
cumulus-corona ovocito se lavaron y cultivaron (medios SAGE, USA) a 5.2% CO2 y 37ºC en 
incubadora convencional durante cuatro horas antes de su decumulación. La decumulación de los 
ovocitos se realizó mecánicamente junto con enzima hialuronidasa (COOK  Australia) y 
posteriormente se realizó el ICSI. Una vez inyectados, los ovocitos fueron colocados individualmente 
en la placa de cultivo EmbryoSlide® con medio de cultivo previamente equilibrado (SAGE, USA). 
En los casos de FIV convencional los ovocitos se inseminaron cuatro horas tras la punción con una 
concentración de 80.000 espermatozoides móviles progresivos por mililitro. Entre 16 y 19 horas 
después se evaluó la fecundación tras eliminar las células de la granulosa mecánicamente y aquellos 
correctamente fecundados se colocaron en una placa EmbryoSlide® con medio de cultivo 
previamente equilibrado (SAGE, USA). En el caso de los ovocitos microinyectados, la evaluación de 





Figura 4. Representación gráfica del proceso seguido desde la obtención de los ovocitos mediante 
punción folicular hasta la transferencia uterina de los embriones seleccionados. 
 
3.1.2 Cultivo y evaluación embrionaria: El EmbryoScope® es un incubador trigas con un 
microscopio interno como parte del sistema que permite la adquisición automática de imágenes 
seriadas de hasta 72 embriones individuales durante el desarrollo (Meseguer 2011, Cruz 2011). Estos 
grupos de imágenes se adquirieron en 5-7 planos focales equidistantes por pocillo y cada 15-20 
minutos durante el desarrollo de los embriones.  
En el EmbryoScope® el sistema de imagen utiliza luz infrarroja de baja intensidad (635nm) de un 
único diodo emisor con cortas ráfagas de iluminación de 30 mseg por imagen para minimizar la 
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exposición de los embriones a la luz y evitar así posibles daños debidos a la luz de baja longitud de 
onda (Somfai 2010, Sathananthan 1998).  
La placa de cultivo utilizada, llamada EmbryoSlide®, consiste en una depresión central que contiene 
12 pocillos cilíndricos, cada uno capaz de contener una gota de cultivo de entre 20 y 25 μl de medio. 
Esta depresión se cubre con una capa de aceite mineral (Sydney IVF Culture Oil, COOK Australia) 
para evitar la evaporación del medio de cultivo y se tapa con la cubierta del EmbryoSlide®. Las 
placas se prepararon con al menos cuatro horas de antelación a su uso y se depositaron en un 
incubador convencional para pre-equilibrar a 37ºC y 5.0-6.0 % de CO2 atmosférico. Una vez listas 
para su uso los ovocitos inyectados se colocaron individualmente en cada pocillo y se introdujeron en 
el EmbryoScope®, a 37ºC y 5.0-6.0 % de CO2 atmosférico. Los ovocitos fecundados tras 
inseminación por FIV convencional se introdujeron en su correspondiente EmbryoSlide® al día 
siguiente a su inseminación.  
Los cigotos obtenidos mediante ambas técnicas fueron cultivados dentro del EmbryoScope® hasta 
día 3 de desarrollo embrionario, y su morfología se evaluó tanto en día 2 como en día 3.  
Los parámetros morfológicos evaluados fueron: 
- número, simetría y granulosidad citoplasmáticas de las blastómeras 
- porcentaje y tipo de fragmentación 
- presencia de blastómeras multinucleadas 
- grado de compactación 
3.1.3 Transferencia e implantación: en la mayoría de los casos se transfirieron dos embriones en el 
útero de la paciente salvo algunos en los que debido a la calidad embrionaria o deseo expreso de la 
paciente el número fue de uno o tres, de manera que de medía global el número de embriones 
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transferidos por paciente fue de 1,69. En aquellos casos en los que se dispuso de embriones 
supernumerarios, estos fueron criopreservados para su potencial uso futuro mediante la técnica de 
vitrificación (usando Cryotop y medios Kitazato BioPharma, Japón) o bien mediante congelación 
lenta (COOK Australia) 
La implantación de los embriones transferidos se confirmó tras 7 semanas de embarazo 
mediante una ecografía para visualizar el número de sacos gestacionales con latido cardíaco. En 204 
casos el número de sacos con latido positivo coincidió con el número de embriones transferidos, 
estos casos se denominaron como de implantación conocida (KID: “known implantation data”). Por 
otro lado, en los tratamientos con más de un embrión transferido pero sólo un saco visualizado 
(denominados implantación parcial), no fue posible determinar cuál de los embriones originó el 
embarazo, con lo cual no pudieron ser incluidos en el estudio. En la figura 5 se explica el desglose de 
los casos.  
 
Figura 5. Representación esquemática de los casos de implantación en el estudio 
59 
 
De 979 tratamientos realizados se obtuvieron un total de 5225 embriones, de los cuales 1659 fueron 
transferidos. De ellos 884 embriones no implantaron y 775 si lo hicieron  (IR=46,71%). De los 775 
que implantaron tenemos:  204 embriones KID (100% implantación), 391 casos de implantación 
parcial (sólo uno de los dos embriones transferidos implantó) y 96 abortos bioquímicos + 84 abortos 
clínicos. Los 204 embriones KID nos dan una tasa de implantación del 12,29%. 
3.1.4 Parámetros morfocinéticos analizados: las imágenes adquiridas durante el desarrollo de los 
embriones se registraron en tiempo real pero se analizaron retrospectivamente mediante una estación 
de trabajo externa llamada EmbryoViewer.® Consiste en un equipo que permite registrar no solo las 
características morfológicas del embrión sino también los tiempos exactos en los que transcurrieron 
las divisiones celulares desde el momento de la inseminación.  
El tiempo de división se definió como aquel en el que por primera vez se ven completamente 
separadas las membranas de las dos células formadas (cuando la citocinesis es completa). Partiendo 
de ello se consideraron las siguientes variables: 
- Variables Individuales: 
o t0 (h): tiempo de microinyección/inseminación.  
o t2 (hpi): tiempo de la división de un embrión de 1 a 2 células.  
o t3 (hpi): tiempo de la división de un embrión de 2 a 3 células.  
o t4 (hpi): tiempo de la división de un embrión de 3 a 4 células.  
Además de estas variables individuales también se midieron los intervalos entre algunas divisiones 
consecutivas, que representan la duración de los ciclos celulares así como la sincronía en las 




- Variables compuestas:  
o cc2 = (t3-t2): periodo de tiempo en el que observamos un embrión de 2 células hasta 
que pasa a tener 3. Esta variable nos da la duración en horas del segundo ciclo celular, 
permitiéndonos identificar embriones con división abrupta o directa de 2 a 3 células (DC2-
3).  
o DC2-3 = cc2 (t3-t2) < 5 h. La división directa se definió como aquella en la que el 
segundo ciclo celular dura menos de 5 horas. 
3.1.5. Análisis Estadístico: el análisis estadístico se realizó sobre los datos de implantación conocida 
(KID, implantación 100% ó 0%) con respecto a la implantación absoluta; KID ratio = embriones 
implantados / embriones implantados + embriones no implantados (saco gestacional ausente), 
contemplando tanto embriones DC2-3 como no-DC2-3.  
La KID ratio se analizó estadísticamente utilizando un test de Fisher exacto, de dos ramas. Se utilizó 
una T-Student en el análisis y comparación de las variables individuales y compuestas entre los 
embriones DC2-3 y no DC2-3. Se consideró un valor estadísticamente significativo cuando el valor 
de p<0.05. El análisis estadístico se realizó mediante el programa SPSS. 
 
3.2. Resultados: 
3.2.1. Resultados clínicos: del total de 1659 embriones transferidos un total de 484 implantaron, 
resultando una tasa de implantación del 29.9% (IC 95%, 27.0-31,4). 
La tasa de embarazo bioquímico por transferencia fue de 48.9% (IC95%, 45.8-52.1) y de embarazo 




3.2.2. Incidencia de la división directa e implantación: como se puede observar en la figura 6, de 
los 5225 embriones generados en los 979 tratamientos, 715 mostraron un patrón de división directa, 
lo cual supone una incidencia en la población analizada del 13.68% (IC 95%, 12,8-14,6). Dentro del 
grupo de 1659 embriones transferidos, este fenómeno se observó en 109 casos, lo que supone un 
incidencia del 6,6% (IC 95%, 5,37-7,76). 
 
Figura 6: incidencia de la división directa sobre la población total analizada (A) y sobre 
el grupo de embriones transferidos (B). 
 
Respecto a la implantación (saco gestacional con latido cardíaco positivo) encontramos grandes 
diferencias entre el grupo con embriones con división directa y sin ella, como se puede observar en la 
figura 7. 
En el grupo de embriones que presentaron DC2-3, de los 109 transferidos, 24 fueron depositados en 
el útero de la paciente junto con embriones no DC2-3 (transferencias mixtas), con lo cual no 
podemos saber cual fue el embrión que implantó en cada caso. De los 85 embriones DC2-3 restantes 
que fueron transferidos y tenemos datos concretos de implantación (grupo KID), sólo uno implantó 
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correctamente (1,2% [IC 95%, 0,03-6,56]), mientras que 4 resultaron en aborto clínico o bioquímico 
(3,66% [IC 95%, 1,00-9,12]) y 81 resultaron en no implantación (77,06% [IC 95%, 69,09-85,69]) 
En cuanto a 1550 embriones no DC2-3 transferidos, el grupo KID fue de un total de 1007 embriones, 
de los cuales 203 implantaron (13,09% [IC 95%, 11,41-14,77]) y 804 no lo hicieron (51,87% [IC 
95%, 49,38-54,35]). En el caso de 176 embriones el tratamiento finalizó en aborto bioquímico o 
clínico (11,41% [IC 95%, 11,41-14,77]), y respecto a implantación parcial, ocurrió en el caso de 367 
embriones (23,67% [IC 95%, 21,56-25,79]). 
En conclusión podemos decir que la KID ratio en los embriones DC2-3 (n = 85) fue de un 1,2% 
mientras que en los embriones no DC2-3 de un 20,2% (n = 1007), siendo esta diferencia significativa 
(p<0,0001). 
 
Figura 7: Implantación de los embriones transferidos que presentaron división directa, DC2-
3 (A) y no DC2-3 (B). La clasificación se hizo de la siguiente manera: hCG negativa = 
ninguno de los embriones transferidos resultó en embarazo, aborto bioquímico = tras una 
hCG positiva no se visualizó saco gestacional, aborto clínico = hubo implantación 
embrionaria pero el tratamiento finalizó en aborto, implantación parcial = algunos de los 
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embriones transferidos implantaron pero no se sabe con certeza cuál de ellos 
específicamente, implantación conocida (KID) = todos los embriones transferidos en el 
tratamiento implantaron. 
 
3.2.3. Tiempos de división: se realizó también un estudio de las variables t2, t3, t4 y cc2 en el total 
de embriones analizados, tanto DC2-3 como no DC2-3. La tabla 1 describe los tiempos exactos de 
división celular en función de la existencia o no de división directa. Se puede observar que hay 
diferencias significativas en todas las variables estudiadas y que la duración del segundo ciclo celular 
es mucho menor en los embriones que presentan división directa.  
 
Variable Embriones N Medía IC95% 
L.inferior   L.Superior 
p-valor 












































t2 (tiempo a 2 células), t3 (tiempo a 3 células), t4 (tiempo a 4 células), cc2 (t3-t2) 
 
Tabla 1: Tiempos exactos para t2, t3, t4 y cc2 en embriones con división directa (DC2-3 <  






Este estudio revela que los embriones cuya división embrionaria de dos a tres células ocurre en 
menos de 5 horas, incluso a veces sin pasar por el estadio de dos células, sino directamente de una a 
tres tienen un potencial de implantación significativamente menor que aquellos con una duración del 
segundo ciclo celular normal. La KID ratio de los embriones DC2-3 fue de 1,2%, frente al 20,2% de 
los no DC2-3. Sólo un embrión con DC2-3 implantó con seguridad y en todos los casos de 
implantación parcial estos embriones fueron transferidos junto con no DC2-3, de manera que 
podemos decir que este fenómeno tiene un alto valor predictivo de implantación;  por lo tanto se 
trataría de un potente criterio de exclusión en cuanto a selección embrionaria. 
Partiendo de datos publicados (Cummins, 1986), podemos decir que la duración del ciclo celular 
oscila entre 10-12 horas, y dicho intervalo es suficiente para que se den dos replicaciones 
consecutivas y completas del genoma y las posteriores citocinesis. Mediante la tecnología time-lapse 
hemos llegado a detectar ciclos celulares anormalmente breves, de hasta 1,8 horas de duración, y ello 
nos lleva a pensar que como consecuencia podría darse una replicación incompleta del genoma, así 
como una distribución no equitativa del DNA replicado entre las dos nuevas blastómeras. Los 
estudios de Somfai et al en modelos animales (Somfai 2010) mostraron que los zigotos con división 
directa tenían una capacidad de desarrollo y un número de células similar al de los embriones no 
DC2-3 pero con una alta frecuencia de anomalías cromósomicas que, de acuerdo a nuestra hipótesis, 
podría deberse a un replicación incompleta o distribución no equitativa del genoma. 
La causa de este patrón de división anormal no está clara. Se ha observado en ovocitos polispérmicos 
(Somfai 2010, Kola 1987) y algunos estudios la ha relacionado con factores espermáticos (Somfai 
2010). 
Respecto a los ovocitos polispérmicos, lo que ocurre es que se forman husos meióticos con tres polos 
en lugar de dos, causados por un número anormalmente alto de centriolos. Kola observó al estudíar 
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estos ovocitos tripronucleares que la mayoría de ellos se dividían directamente a tres células y éstas 
tenían una composición cromosómica anómala. Pero ésta no puede ser la causa en nuestro estudio. 
Todos los embriones se analizaron mediante time-lapse y obviamente no se seleccionaron para 
transferir aquellos con síntomas de fecundación anómala, como sería el caso de zigotos 
tripronucleares. 
En cuanto a los factores espermáticos, en los humanos los centriolos que controlan las primeras 
divisiones mitóticas del ovocito son introducidos por el espermatozoide. Defectos en el centrosoma 
podrían inducir aberraciones cromosómicas en los embriones. Estas aberraciones incluirían 
incorporación incompleta de los cromosomas, formación de micronúcleos, núcleos múltiples y husos 
meióticos anómalos, como se vio en el estudios de Sathananthan (Sathananthan 1998). En este 
trabajo demostró cómo los centriolos defectuosos del espermatozoide eran heredados por el ovocito  
y ello conducía a unas divisiones anómalas y un desarrollo embrionario comprometido. Por lo tanto 
cabría pensar que la calidad de los espermatozoides podría ser un factor añadido que influyese en la 
formación de husos meióticos anómalos en las primeras divisiones embrionarias. Podría tratarse de 
alteraciones en el cuello, donde se encuentran los centriolos y que normalmente se reflejan como 
problemas de movilidad, o también debidas a una incorrecta inmovilización durante la realización del 
ICSI. 
En la búsqueda de más factores causantes de este fenómeno sería interesante analizar su incidencia en 
embriones procedentes de diferentes protocolos de estimulación, en función de si se realizó FIV 
convencional o ICSI, o incluso por diferentes grupos de edad. Otro análisis interesante podría ser el 
de la distribución de estos embriones en el grupo de pacientes; tal vez estén distribuidos 
aleatoriamente pero tal vez no, y resulta que existe una correlación entre el número de embriones con 
división directa y variables como parámetros espermáticos o el número de ovocitos obtenidos. La 
base de datos sobre la que trabajamos no puede proporcionarnos esta información debido a las 
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características multicéntricas de nuestro estudio pero sin duda estas variables van a ser analizadas en 
profundidad en la base de datos que se está generando en nuestra clínicas. 
Una vez más cabe recalcar que estas anomalías permanecerían sin detectar cuando la selección del 
embrión a transferir se hace mediante simples observaciones puntuales de su morfología. Como parte 
complementaria del estudio decidimos analizar el tamaño de las blastómeras en el estadio de tres 
células en los 109 embriones catalogados mediante time-lapse como DC2-3. Para simular la 
observación puntual que se hubiese hecho de manera convencional en día 2 de desarrollo, se estudió 
la imagen de los embriones correspondiente a las 44 horas post ICSI. En este punto del desarrollo un 
embrión de buena calidad debería tener tres blastómeras, una de ellas más grande (supondría el 50% 
del volumen del embrión) y las otras dos más pequeñas (cada una de ellas un 25%). Tras analizar los 
embriones, vimos que 61 de ellos (56%) presentaban las tres blastómeras de igual tamaño, con lo 
cual hubiesen sido descartados en día 2 de desarrollo, pero eso significa que el 44% presentaban una 
morfología normal para ese estadio y si hubiesen sido transferidos. Como conclusión de este análisis, 
no podemos confiar en la morfología a través de una observación puntual para discriminar los 
embriones DC2-3 de aquellos con patrón de división normal. Otro conflicto que podría darse en el 
caso de tratar de detectar esta anomalía mediante observaciones puntuales es la dificultad para 
distinguir blastómeras de fragmentos de gran tamaño. Este problema no ocurre con un sistema time-
lapse: al poder estudíar cada fase del ciclo celular es posible seguir la aparición y desaparición de los 
núcleos, de manera que se puede saber si verdaderamente se trata de tres células o dos más un 
fragmento. 
Como ya hemos comentado anteriormente, desconocemos el origen de este fenómeno, pero tampoco 
sabemos si estos embriones se encuentran en cohortes de mala calidad general o se trata de anomalías 
puntuales. En la fase final del estudio analizamos los datos de aquellos ciclos en los que se había 
transferido exclusivamente un embrión DC2-3 para determinar si existía un embrión alternativo que 
transferir. Vimos que en 59 de los casos (54%) efectivamente había al menos un embrión extra de 
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calidad moderada a alta para ser transferido; a igualdad de calidad morfológica y disponiendo de un 
sistema time-lapse, en el 54% de los casos hubiésemos podido evitar seleccionar el embrión DC2-3, 
mejorando así los resultados clínicos. 
Como conclusión, desconocemos la causa de la DC2-3, pero este análisis retrospectivo demuestra 
que los embriones con división directa de dos a tres células tienen una tasa de implantación 
significativamente menor que aquellos con un patrón de división normal. La relativamente elevada 
incidencia de este fenómeno en la cohorte embrionaria, en combinación con la baja implantación de 
estos embriones, nos hace afirmar que se trata de un parámetro morfocinético con la potencia 
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En cualquier tratamiento de reproducción asistida existen dos aspectos fundamentales directamente 
relacionados con el éxito del proceso. Uno de ellos es la capacidad del laboratorio de ofrecer unas 
condiciones de cultivo adecuadas para facilitar el desarrollo de los gametos y embriones in vitro, y el 
otro es la capacidad de los embriólogos para evaluar la calidad de los embriones y así seleccionar 
aquellos con un mayor potencial de implantación para ser transferidos. 
Respecto al primer punto, hoy en día la mayor parte de los laboratorios cuenta con equipos 
(campanas de flujo laminar, incubadores, etc.) y conocimiento (adecuación de los medios de cultivo, 
parámetros de referencia, etc.) que permiten el desarrollo óptimo de los gametos y embriones.  
En la práctica clásica, la evaluación de gametos y embriones se realiza en un momento puntual cada 
uno de los días del desarrollo, y podemos decir que está bien demostrada y documentada la 
correlación entre morfología embrionaria y viabilidad. En este sentido, diversas publicaciones han 
recomendado a lo largo del tiempo la evaluación secuencial de la morfología embrionaria en aras de 
mejorar la selección (Garrido 2002, Meseguer 2010, Melo 2009). El problema radica en que para ello 
es necesario sacar la placa de cultivo con los gametos y embriones del incubador y analizar bajo el 
microscopio las características de cada uno de los gametos/embriones (número de células y simetría, 
fragmentación, multinucleación, etc.). Si bien el entrenamiento y la pericia de los embriólogos hace 
que este proceso dure realmente poco, supone una interrupción de las condiciones de cultivo y por 
tanto una situación estresante que puede afectar la viabilidad de los embriones. 
Este es pues el gran dilema en el laboratorio de FIV: la necesidad de evaluar gametos y embriones 
para poder clasificarlos y darles un destino apropiado sin interrumpir de tal manera las condiciones 
de cultivo que suponga un perjuicio para su desarrollo.  
Este problema queda solventado con el uso de tecnología time-lapse (TMS, del inglés time-lapse 
monitoring system): (i) aumenta de manera exponencial el número de observaciones, (ii) estas son 
continuas (con lo cual se puede obtener una “película” del desarrollo completo que recoja todos los 
77 
 
eventos ocurridos y refleje la cinética del embrión) y (iii) no se alteran las condiciones de cultivo 
(García-Herrero 2011, Meseguer 2006, Meseguer 2011).  
Como ya hemos mencionado en los capítulos anteriores, los estudios del grupo de Meseguer sugieren 
que los parámetros morfocinéticos que se pueden obtener mediante el uso de TMS podrían sustituir 
los métodos de selección embrionaria convencionales e incrementar las tasas de embarazo clínico en 
los ciclos de reproducción asistida. Una vez elaborado el modelo de selección según criterios 
morfocinéticos (Meseguer 2011) y profundizado en uno de los criterios de exclusión que mayor 
impacto tiene sobre la implantación embrionaria (Rubio 2012), con este trabajo quisimos comparar el 
cultivo y selección de embriones en sistema convencional (SI, del inglés standard incubator) y en 
sistema time-lapse. La intención del trabajo fue demostrar que la incubación y selección de 
embriones en un sistema de monitorización time-lapse mejora los resultados de embarazo comparado 
con un incubador convencional, y para ello realizamos un estudio retrospectivo de cohortes. 
Respecto al diseño del estudio, cualquier nueva tecnología de uso clínico (como es el caso de los 
TMS) debe ser evaluada comparando los resultados obtenidos mediante su uso con los resultados 
obtenidos usando tecnología convencional. Esta evaluación se puede realizar de dos maneras: 1) 
mediante un estudio prospectivo donde los pacientes se distribuyen randomizadamente en dos grupos 
y las condiciones se mantienen tan idénticas como sea posible en ambos grupos; además debe tratarse 
de un estudio ciego para los grupos de tratamiento durante la evaluación; o 2) un estudio 
retrospectivo donde típicamente se cogen datos de un rango de condiciones heterogéneas y se agrupa 
para su análisis. Obviamente un estudio prospectivo es la elección ideal pero su diseño (necesidad de 
consentimientos informados y rigurosa aplicación del protocolo de estudio) hace que sólo un número 
limitado de casos clínicos realizados con la tecnología a probar pudiese ser válido para su inclusión.  
Este fue el motivo por el cual el estudio retrospectivo fue el elegido en la elaboración de este trabajo 
aunque podemos anticipar que en el siguiente capítulo se recoge el artículo donde realizamos el 
estudio prospectivo randomizado que completa esta tesis doctoral. 
78 
 
4.1. Material y Métodos 
El propósito del estudio fue comparar los resultados clínicos de todos los tratamientos de ICSI 
realizados en el sistema time-lapse con los resultados obtenidos a partir del uso de incubadores 
estándar. 
La elaboración del estudio se basó en los datos obtenidos a partir de diez clínicas de reproducción 
asistida españolas pertenecientes al mismo grupo, el Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI). Al 
pertenecer a la misma entidad, todas las clínicas cumplen los mismos criterios estrictos de calidad, 
todas usaron el mismo tipo de equipo time-lapse y de incubadores convencionales, e idénticos o muy 
similares protocolos clínicos. El estudio incluyó un total de 8.414 tratamientos de reproducción 
asistida en el periodo comprendido entre julio del 2009 y julio del 2011. Todos los tratamientos 
incluidos son de ICSI porque más del 80% de los ciclos realizados con TMS en nuestras clínicas son 
ciclos de ICSI. El principal objetivo fue analizar la tasa de embarazo clínico en ambos grupos. 
Los ciclos incluyen tanto ciclos autólogos como de donación ovocitaria, así como ciclos donde se 
utilizaron ovocitos frescos (donde se recuperó al menos un ovocito maduro que fue microinyectado 
posteriormente) como desvitrificados. La asignación de pacientes en ambos sistemas se basó 
fundamentalmente en el día en el que comenzó el tratamiento en el laboratorio ya que los huecos 
disponibles en los TMS se asignan de lunes a viernes, cuando el personal entrenado en su uso está 
presente. 
Algunos de los ciclos no dieron lugar a transferencia embrionaria o bien hubo un fallo completo de 
fecundación, ninguno de estos casos fue excluido del estudio. Si se excluyeron casos que requirieron 
tratamientos más especializados que se salen de la normalidad y que podrían sesgar el estudio al no 
tener un número similar de casos en ambos grupos (estudio y control). Estos fueron casos de 
patologías raras o transferencia embrionaria en días diferentes a día 3 o 5 de desarrollo embrionario. 
La edad media de las pacientes autólogas fue de 38.0 años (DS 4.7). En el caso de las donantes todas 
las incluidas en el estudio tuvieron entre 18 y 34 años (25.5 años de medía), ciclos menstruales 
79 
 
normales (de entre 26 y 34 días de duración) y un índice de masa corporal de 18-28 kg/m2. Así 
mismo se aseguró que no habían seguido tratamiento endocrino (incluidos gonadotropinas y 
contracepción oral) en los tres meses precedentes al estudio, y útero y ovarios normales según 
ecografía (ausencia de signos de síndrome de ovario poliquístico). Como criterio de inclusión además 
se pidió que tuviesen un número de folículos antrales mayor de 20 en el primer día de administración 
de las gonadotropinas tras la administración del agonista de a GnRH. 
Los criterios de exclusión tanto para pacientes autólogas como receptoras de ovocitos de donante 
fueron los siguientes: hidrosálpinx, patología uterina (miomas, adenomiosis, endocrinopatías, 
trombofilia, patologías crónicas adquiridas o anomalías uterinas congénitas), transferencia 
embrionaria diferente a días 3 y 5 de desarrollo y factor masculino severo (definido como aquel en el 
que encontramos < 1 millón de espermatozoides totales en el eyaculado). En el caso de los 
tratamientos autólogos además excluimos aquellas pacientes con endometriosis grado III o IV o 
índice de masa corporal >30 kg/m2. Aplicando todos estos criterios de exclusión suprimimos un total 
de 1.109 tratamientos del estudio, quedando un total de 7.305 ciclos a analizar; de ellos 1.390 fueron 
en el TMS y 5.915 en el SI. De los 7.305 ciclos incluidos, 3.869 fueron ciclos autólogos y 3.436 de 
donación de ovocitos. Respecto al tipo de transferencia, 4.976 ciclos fueron transferencias en fresco, 
y en 2.329 ciclos los embriones fueron vitrificados para su transferencia en ciclos posteriores. La 
implantación de los embriones transferidos se confirmó mediante ecografía visualizando saco 
gestacional a las 7 semanas. 
 
4.1.1 Estimulación y punción ovárica: la pauta de estimulación tanto en pacientes autólogas como 
receptoras de ovocitos fue la descrita por Melo et al (Melo 2009), que incluye tratamientos con 
agonistas y antagonistas, y desencadenación de la ovulación mediante hCG  subcutánea al visualizar 
al menos 8 folículos de un diámetro de 18mm. La punción transvaginal para recuperar los CCOs se 
realizó 36 horas después; estos se lavaron en  Quinn Advantage medium (QAM; SAGE). Tras 
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lavarlos se pusieron en cultivo en Quinn Advantage fertilization médium (QAF, SAGE) a 5,2% CO2 
y 37ºC durante 4 horas hasta su decumulación.  
 
4.1.2 Decumulación e ICSI: la decumulación de los ovocitos se hizo mediante pipeteo mecánico con 
capilares de diferentes diámetros en una solución de enzima hialuronidasa y posteriormente se 
microinyectaron los que resultaron maduros. Una vez inyectados los ovocitos se pasaron a placa de 
cultivo con medio pre equilibrado. En aquellos casos en los que los ovocitos pasaron al TMS fueron 
cultivados en placas EmbryoSlide®, mientras que en los casos asignados a SI se colocaron en placas 
Petri convencionales. La preparación de las placas de cultivo en ambos casos fue siempre con al 
menos 4 horas de antelación a su uso, pre equilibrando el medio en un incubador estándar a at 37ºC y 
5.0% CO2. 
 
4.1.3 Cultivo embrionario: el cultivo en el TMS requiere del uso de placas específicas 
(EmbryoSlide®; Unisense Fertili-Tech). Se trata de placas de cultivo con 12 pocillos, cada uno de 
ellos con un micropocillo central en su interior. El volumen de medio que contienen es de 20 μl 
(Cleavage Medium, COOK Sidney IVF) y todos ellos se cubren con una capa de 1,4 ml de aceite 
mineral (Irvine) para evitar la evaporación. En caso de formarse burbujas han de ser retiradas, ya que 
pueden interferir en las imágenes tomadas durante el cultivo. En el caso de los incubadores 
convencionales el cultivo se hizo en placas Petri corrientes siguiendo los protocolos habituales (gotas 
de 50 μl cubiertas con 10 ml de aceite mineral). En aquellos casos en los que la transferencia 
embrionaria se hizo en día 5 de desarrollo, se cambió a medio fresco pre equilibrado en día 3 
(Blastocyst Medium, COOK Sidney IVF) para continuar hasta el estadio de blastocisto.  





4.1.4 Clasificación embrionaria y selección: en el caso de los embriones cultivados en el sistema 
convencional el método de clasificación fue el seguido tradicionalmente. Los embriones se evaluaron 
a las 48 y 72 horas tras el ICSI (días 2 y 3 de desarrollo respectivamente). Las variables estudiadas 
fueron el número de células, simetría y granulosidad, tipo y porcentaje de fragmentación, presencia 
de blastómeras multinucleadas y grado de compactación. Los blastocistos se evaluaron 120 horas tras 
el ICSI (día 5 de desarrollo), en base al grado de expansión de su blastocele y el número e integridad 
de células de la masa celular interna (ICM) y el trofoectodermo (TE). 
En el caso del TMS la clasificación y selección embrionaria fue mediante el análisis de los vídeos 
obtenidos con el sistema y el marcaje de los eventos morfocinéticos ocurridos durante todo el 
desarrollo de los embriones. Una vez anotadas todas las variables se aplicó el modelo propuesto por 
Meseguer (Meseguer 2011). Como hemos explicado en el capítulo anterior, en este modelo los 
embriones son evaluados inicialmente por morfología convencional, luego se excluyen los que 
presentan algún criterio de exclusión (división directa, blastómeras asimétricas o multinucleación) y 
finalmente se clasifican siguiendo la jerarquía basada en las variables t5, s2 y cc2. 
En ambos métodos de cultivo se decidió el día de desarrollo en el que transferir (D3 vs D5) teniendo 
en cuenta también criterios como el número total de ovocitos obtenidos, la historia previa de la 
paciente, el desarrollo embrionario en ciclos anteriores y en algunos casos la petición por parte de la 
paciente de hacer cultivo largo. 
 
4.1.5 Transferencia embrionaria: el protocolo de preparación endometrial de las receptoras y 
pacientes fue el descrito por Meseguer et al (Meseguer 2008). Las transferencias embrionarias en día 
3 de desarrollo se hicieron a las 72 horas tras el ICSI y ese fue el caso en 5.398 tratamientos; en caso 
de transferencias en el estadio de blastocisto se hicieron 120 horas tras el ICSI y se eligió esta opción 
en 1.907 tratamientos.  
Tras la transferencia de los embriones todas las pacientes recibieron soporte de la fase lútea cada 12 
horas; en el caso de las pacientes autólogas con una dosis diaria de 200 mg de progesterona vaginal 
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micronizada (Progeffik, Effik), y en el caso de las receptoras con una dosis de 400 mg de 
progesterona. 
 
4.1.6 Análisis estadístico: el objetivo principal del estudio fue responder a la pregunta  ¿afecta el 
método de incubación a la tasa de embarazo (definida como presencia de latido fetal en la semana 7 
de gestación)?. Para ello se hizo una regresión logística, donde el método de incubación (TMS vs SI) 
fue la covariable. Se consideró también que había una serie de factores que podían influir sobre la 
tasa de embarazo además del método de incubación, y que aparecían en diferente medida en los dos 
grupos de estudio, de manera que se incluyeron en el análisis como posibles factores de confusión. 
Son los siguientes: 
- Tipo de ciclo (autólogo vs heterólogo); variable de clase 
- Día de transferencia (D3 vs D5); variable de clase 
- Tipo de ovocito (fresco vs desvitrificado); variable continua 
- Número de ovocitos maduros microinyectados; variable continua 
- Edad de las pacientes de los ciclos autólogos; variable continua 
- Número de tratamientos previos; variable continua 
- Número de embriones transferidos; variable de clase 
- Protocolo de estimulación; variable de clase 
- Etiología femenina; variable de clase 
- Clínica donde se realizó el tratamiento; variable de clase 
El efecto de las variables de clase se analizó mediante un test Chi-cuadrado y un test de Fisher, 
mientras que el efecto de las variables continuas se determinó mediante regresión linear. Se consideró 
la presencia de significación estadística cuando el valor de p<0.05. El análisis estadístico lo realizó 






4.2.1 Análisis de las tasas de embrazo: La figura 8 muestra la mejora relativa en la tasa de 
embarazo en cada clínica incluida en el estudio en los ciclos en los que se usó el TMS en 
comparación con el SI. Las diez clínicas están ordenadas en orden descendente de izquierda a 
derecha según el número de ciclos que hicieron en TMS, como indican los diamantes azules en el eje 
Y secundario. Todas las clínicas salvo una mejoraron en sus resultados, siendo la mejora relativa 
global fue de un 21,2%.  
 
Figura 8: Diferencias en la tasa de embarazo en los ciclos realizados en cada clínica incluida en el 
estudio durante el periodo en el que se usó el TMS. 
 
Además de la mejora de resultados atribuible al cultivo y selección en el TMS, las diferencias 
observadas podrían responder también a los siguientes motivos: 
84 
 
1) diferencias en el perfil de las pacientes de las distintas clínicas (etiología, edad, tipo de 
donación, etc.) 
2) diferencias en el protocolo de estimulación elegido y día de la transferencia 
3) diferencias en el número de ciclos incluidos en cada clínica y por lo tanto grado de influencia 
de cada clínica sobre el global (este parece haber sido el caso de la clínica que no experimenta 
mejoras, ya que la mayoría de sus ciclos TMS fueron transferencias en D3, 76%, y la mayor 
parte de los ciclos en el SI fueron transferencias en D5, 61%). 
 
4.2.2 Análisis de los factores de confusión: como ya hemos explicado previamente, hay multitud de 
factores de confusión que podrían sesgar esa aparente mejora relativa de la tasa de embarazo. Vamos 
a analizarlos uno a uno. 
- Ciclo autólogo vs donación ovocitaria: los ciclos de donación de óvulos tienen una tasa de 
embarazo significativamente más alta que la de los ciclos autólogos, como se puede ver en la figura 
9A, y proporcionalmente hubo más ciclos de donación de óvulos incluidos en el grupo de TMS, con 
lo cual se habría dado una ventaja al grupo estudio vs control. 
- Día de la transferencia: los ciclos con transferencia en día 5 tienen mayor tasa de embarazo (Figura 
9B) y la mayor parte de las transferencias en día 5 se hicieron en el grupo de SI, con lo cual el grupo 





Figura 9: Representación gráfica de los dos factores de confusión principales. (A) Los ciclos de 
donación ovocitaria tienen una mayor tasa de embarazo en comparación con los ciclos autólogos, y 
hay más casos de donación en el sistema TMS. (B) Cuando la transferencia es en D5 de desarrollo 




- Resto de factores: se analizaron de similar manera las otras variables candidatas a ser factores de 
confusión, incluyendo el tipo de ovocito (fresco vs desvitrificado), número de ovocitos maduros 
inyectados (MII), edad de la paciente en los ciclos autólogos, número de tratamientos previos y 
número de embriones trasferidos (Tabla 1). Igualmente se analizaron variables como el tipo de 
protocolo de estimulación, etiología femenina y clínica donde se realizó el tratamiento. 
 
Variable Tasa de embarazo OR p-Valor 




Transfer D3 44,1% 1,115 (95% CI 1,059–
1,173) 
>.001 
Transfer D5 49,9% 




Variable SI TMS p-Valor 
Edad materna 38,1 (95% CI 38,0–38,3) 37,8 (95% CI 37,6–38,1) .017 
Ovocitos MII inyectados 9,6 (95% CI 9,4–9,7) 9,5 (95% CI 9,3–9,7) .896 
Nº embriones transferidos 1,74 (95% CI 1,72–1,75) 1,79 (95% CI 1,76–1,82) .002 
Nº Tratamientos previos 2,73 (95% CI 2,67–2,79) 2,61 (95% CI 2,49–2,73) .072 
 
Tabla 1: Análisis de variables candidatas a ser factores de confusión 
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De todos estos factores sólo los incluidos en el cuadrante verde fueron incluidos finalmente en el 
modelo de regresión logística (Figura 10). Estos factores se caracterizan o bien por una tasa de 
embarazo significativamente diferente o bien por haber diferencias entre el número de casos 
incluidos en cada uno de los grupos (TMS vs SI).  
 
 




4.2.3 Tasa de cancelación: el porcentaje de ciclos sin transferencia (cancelaciones) fue 
significativamente menor en el grupo TMS comparando con el SI (2,8% vs 5,2%, p = 0.0002, test de 
Fisher). Esto puede deberse al mayor número de ciclos con transferencia en D3 en lugar de en 
blastocisto en los casos incubados en sistema time-lapse, ya que en los ciclos de cultivo prolongado 
la probabilidad de no tener embriones a transferir es más elevada. Esta diferencia también podría ser 
debida al mayor número de ciclos de donantes en el grupo de TMS; en estos casos la probabilidad de 
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un ciclo fallido es menor que en los ciclos con ovocitos propios. Además de estos dos motivos, 
también hay que considerar que las condiciones de cultivo estables y la menor manipulación en los 
ciclos de TMS igualmente pueden ser los motivos de esta menor tasa de cancelación en el grupo 
time-lapse. 
4.2.4 Análisis de regresión logístico: se hizo una primera ronda de selección de variables mediante 
un modelo lineal en función de la clínica de tratamiento y con ello se pudo confirmar que las 
variables “fresco/vitrificado”, “nº de tratamiento en IVI” y “etiología femenina” carecían de poder 
predictivo, como ya se ha mencionado en los apartados previos. 
A continuación se hizo una regresión logística completa para ver el efecto del resto de los factores de 
confusión, incluyendo la clínica, y se hicieron también tres cruces de variables: 
- tipo de ciclo-método de incubación (donación/autólogo vs TMS/SI) 
- tipo de ciclo-edad (donación/autólogo vs edad de la receptora) 
- tipo de ciclo-nº ovocitos (donación/autólogo vs nº ovocitos obtenidos) 
En primer lugar se vio que el efecto cruzado de tipo de ciclo-método de incubación era no 
significativo, de manera que se excluyó del modelo. En cambio, el número de ovocitos obtenidos y la 
edad de la receptora si varían en función del tipo de ciclo. El resto de las variables y estas dos 
interacciones mencionadas si se incluyeron en el análisis de regresión logística. 
De este análisis se hicieron dos versiones, una que nos da la Odds Ratio (OR) para la tasa de 
embarazo en base a los 7.305 ciclos de punción (OR=1,201, es decir, 20,1% de tasa de embarazo 
relativa más alta en TMS que en SI), y una segunda versión que se basa en 6.961 ciclos con 
transferencia (OR=1,157, es decir, 15,7% de tasa de embarazo relativa más alta en TMS que en SI). 
La principal diferencia entre ambos modelos es la baja tasa de cancelación en los ciclos de TMS 
comparando con los de SI. Podríamos decir que el primer modelo explica la intención de realizar el 





El resultado de este análisis de regresión logística es una tasa de embarazo significativamente mayor 
en los tratamientos en los que se utilizó un sistema time-lapse en lugar de un incubador convencional, 
siendo esa mejora sustancial de un 20,1%. La tasa de embarazo medía por ciclo iniciado en los 
tratamientos en los que se usó el SI fue de un 44,9%. Una mejora relativa del 20,1% significaría que 
esos mismos ciclos, si se hubiesen hecho en el TMS, tendrían una tasa de embarazo medía de un 
53,9%, siendo la mejora absoluta de un 9%. 
Teniendo en cuenta que se hicieron más transferencia en blastocisto en el grupo de SI, y que este tipo 
de ciclos tienen una tasa de embarazo mayor que los ciclos en D3, las ventajas del cultivo y selección 
en el sistema time-lapse superan con creces la influencia del cultivo prolongado a la hora de mejorar 
los resultados de un ciclo (20,1% vs 16,9%). 
En cuanto a los motivos que pueden explicar esa mejora, puede haber varias explicaciones: 
1) condiciones de cultivo estrictamente controladas y estables. El gas usado en el incubador se 
recicla cada 10 minutos haciéndolo pasar por un filtro HEPA y otro ultravioleta, eliminando 
así los compuestos orgánicos volátiles (VOCs, del inglés “volatil organic compounds”), 
contaminantes y partículas del aire. Además, mantiene la temperatura y concentración de 
gases estables y su capacidad de recuperación tras la apertura/cierre de puertas es mucho 
mayor que en el SI. 
2) manipulación mínima de los embriones dentro y fuera del incubador. Gracias a la adquisición 
de imágenes la apertura/cierre de puerta y manipulación de los embriones es mínima, ya que 
no hace falta sacar los embriones del incubador para su evaluación. 
3) mayor información disponible sobre el desarrollo embrionario para la evaluación cualitativa 
de su morfología. De esta manera es más sencillo distinguir aquellos embriones que siguen un 
patrón más adecuado de división y cuyo comportamiento permite inferir que su capacidad de 
implantar es mayor. 
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4) uso de parámetros morfocinéticos cuantitativos para la selección embrionaria. La 
monitorización continua de los embriones permite considerar parámetros de otro modo 
invisibles para el observador, aunque en este estudio no se puede asegurar que la mejora en 
los resultados sea debido a la aplicación del modelo diseñado por Meseguer además de por el 
cultivo en sí. Para saber si el método de selección además del sistema de cultivo tiene parte en 
la mejora de resultados es necesario un estudio prospectivo randomizado, que corresponde al 
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Este capítulo es la culminación de los estudios previos sobre el EmbryoScope® como sistema de 
incubación time-lapse y de selección embrionaria en base a la morfocinética. Una vez creado el 
algoritmo de selección (Meseguer, 2011) y comprobado que la incubación en TMS ofrece una 
ventaja considerable en cuanto a tasa de embarazo con respecto a los incubadores estándar, el 
siguiente paso lógico fue realizar un estudio prospectivo randomizado para validar el modelo 
propuesto. El objetivo del estudio fue comprobar si el cultivo y selección en base a un modelo 
multivariable morfocinético mejoraba los resultados reproductivos en comparación con el cultivo en 
incubadores estándar y selección mediante métodos convencionales basados en la morfología. Las 
variables analizadas fueron la tasa de embarazo, tasa de implantación, embarazo evolutivo y pérdida 
gestacional. 
 
5.1. Material y Métodos 
Se trata de un estudio experimental, prospectivo, triple ciego randomizado y llevado a cabo en dos 
centros, las clínicas de IVI Valencia e IVI Bilbao. Este trabajo cumple con la ley española y fue 
aprobado por el comité ético de la institución (1009-C-088-IR); de igual manera fue inscrito en la 
“Clinical Trial Web Site” (www.clinicaltrials.gov) con código NCT01549262. De igual modo el tipo 
de incubador time-lapse utilizado en el estudio (EmbryoScope®) posee el certificado europeo de 
calidad (CE: DGM-673), así como la producción, instalación y mantenimiento de los incubadores y 
sus accesorios (CE: DGM-672). 
Se incluyeron 930 pacientes de tratamientos de FIV, tanto autólogos como del programa de 
ovodonación en el periodo comprendido entre febrero 2012 y julio 2013. Las pacientes se dividieron 
randomizadamente en dos grupos:  
- Grupo control: pacientes cuyos embriones se desarrollaron en incubadores convencionales y 
se evaluaron y seleccionaron mediante criterios morfológicos exclusivamente 
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- Grupo estudio: pacientes cuyos embriones se cultivaron en el EmbryoScope® y se evaluaron 
y seleccionaron aplicando el modelo multivariable morfocinético. 
La randomización se hizo mediante una tabla generada por un sistema informático (SPSS, IBM) que 
fue completada por un embriólogo designado para tal fin el día antes de cada punción ovocitaria o 
donación.  
El estudio se considera triple ciego porque (i) el embriólogo asignó el grupo de estudio en base 
únicamente a la tabla de randomización, y no a las características del ciclo, (ii) el ginecólogo no supo 
en qué grupo estaba asignada cada paciente y (iii) el estadístico que obtuvo y evaluó los resultados lo 
hizo en base a un código binario y no por tipo de incubador. 
Los motivos de inclusión de las pacientes en el programa de ovodonación fueron: fallo en la 
consecución de embarazo tras al menos tres ciclos de RA, desórdenes genéticos o baja respuesta a la 
estimulación ovárica.  
Los criterios de inclusión en el estudio para las pacientes fueron los siguientes: edad comprendida 
entre 20-38 años, primer o segundo ciclo de ICSI, índice de masa corporal (IMC) 18-25 kg/m2. 
Respecto a las donantes: tener ciclos menstruales normales de entre 26 y 34 días, tener entre 18 y 34 
años (la medía fue de 25,5 años), IMC 18-25 kg/m2, no haber recibido tratamiento endocrino 
(incluyendo gonadotropinas y contracepción oral) en los tres meses previos y tener útero y ovarios 
normales (sin signos de síndrome de ovario poliquístico). 
Los criterios de exclusión fueron: factor masculino severo (nº total de espermatozoides móviles < 1 
millón), hidrosálpinx, malformaciones uterinas adquiridas o congénitas, endocrinopatías, pérdida 
recurrente de embarazos, endometriosis o pacientes bajo tratamiento concomitante para cualquier 
otro problema de salud que pueda interferir en los resultados del estudio. En el caso de los ciclos 
autólogos, además se excluyeron aquellas pacientes diagnosticadas como baja-respondedoras (menos 
de 6 ovocitos metafase II por ciclo), con una hormona foliculoestimulante (FSH) basal > 12 o con 
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una concentración de hormona antimülleriana  (AMH) < 1.7 pmol/L. Cada paciente se incluyó en el 
estudio una sola vez.  
 
5.1.1 Estimulación y punción ovárica: el protocolo de estimulación fue el descrito por Melo (Melo 
2009), y se usaron tanto agonistas de la GnRH como antagonistas. Se administró gonadotropina 
coriónica humana (hCG, Ovitrelle, Serono Laboratories) subcutáneamente cuando se detectaron al 
menos tres folículos de 18 mm de diámetro y 36 horas después se realizó la punción ovárica.  
Los ovocitos de los ciclos de donación se usaron en fresco o tras su desvitrificación en algunos casos 
en los que se recurrió al banco de óvulos de la clínica. El protocolo de criopreservación de ovocitos 
está descrito y nuestro grupo ha publicado resultados comparables a los de los ovocitos en fresco 
(Cobo 2008). 
La preparación endometrial de las receptoras se hizo siguiendo el protocolo descrito por Meseguer 
(Meseguer 2008). Tras la transferencia embrionaria las pacientes recibieron soporte de la fase lútea 
cada 12 horas; en el caso de los ciclos autólogos con una dosis de 400 mg diarios, mientras que en las 
receptoras de óvulos donados fue de 800 mg (Progeffik; Effik). 
 
5.1.2 ICSI y Cultivo embrionario: una vez obtenidos, los ovocitos fueron mantenidos en cultivo 4 
horas en una incubadora convencional a 37ºC y 5,5% CO2. La denudación de los ovocitos se realizó 
mecánicamente con ayuda de la enzima hialuronidasa y posteriormente se procedió a hacer el ICSI. 
Una vez inyectados, los ovocitos de los ciclos TMS se colocaron individualmente en placas 
EmbryoSlide® (descrita ya en los capítulos anteriores) pre equilibradas para comenzar el cultivo de 
los zigotos en el EmbryoScope® a 37ºC y 5,5% CO2 . Los ovocitos inyectados de los ciclos SI 
(Heracell; Heraeus) se cultivaron en placas Petri convencionales en gotas de medio de cultivo a 37ºC 
y 5,5% CO2. 
Todos los embriones, tanto en el TMS como en el SI, se cultivaron en las mismas condiciones 
atmosféricas y en medio Cleavage Medium (COOK) hasta día 3 de desarrollo, seguido de medio 
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CCM (Vitrolife) en aquellos casos en los que se hizo cultivo prolongado. La decisión de hacer o no 
cultivo prolongado se tomó según criterio médico y se comunicó al laboratorio de FIV el mismo día 
de la punción ovocitaria. 
 
5.1.3 Evaluación y selección embrionaria: en los casos incluidos en el SI la morfología embrionaria 
se evaluó a las 48 y 72 horas tras el ICSI. Los parámetros considerados fueron el número de células y 
su simetría, granulosidad citoplasmática, tipo y porcentaje de fragmentos, presencia de blastómeras 
multinucleadas y grado de compactación. Se definieron como embriones óptimos aquellos que en día 
2 de desarrollo tenían 4 células, menos de un 15% de fragmentación, simetría buena o 
moderadamente buena y no multinucleación. En día 3 se consideraron embriones óptimos aquellos 
con 6 o más células y las condiciones previamente mencionadas en cuanto a fragmentación y 
simetría. Aquellos que se consideraron viables en día 3 fueron transferidos o vitrificados. En los 
casos en los que la transferencia se planificó en día 5 de desarrollo, la evaluación morfológica se hizo 
en base al grado de expansión del blastocele y el número e integridad de las células de la masa celular 
interna y el trofoectodermo. Según este criterio se definieron tres clases: A, trofoectodermo completo 
y elevado número de células altamente compactadas en la MCI; B, trofoectodermo incompleto y 
abundantes células agrupadas en la MCI; C, células escasas en el trofoectodermo y/o MCI. Según 
este criterio se seleccionaron los embriones a transferir y vitrificar en día 5, considerando óptimos 
aquellos A y B.  
La clasificación y selección embrionaria en los ciclos TMS se hizo mediante la morfología como 
primer criterio de exclusión, y el marcaje y evaluación posterior de variables morfocinéticas 
siguiendo el modelo propuesto por Meseguer (Meseguer 2011). Como ya se explicó en los capítulos 
previos las variables marcadas incluyeron los tiempos de división a 2 células (t2), a 3 células (t3), a 4 
células (t4) y a 5 células (t5), la duración del segundo ciclo celular (cc2), y la sincronía de las 
divisiones de 2 a 4 células (s2).  Una vez aplicado el modelo cada embrión resultó clasificado en 
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alguna de las 9 categorías establecidas de A+ a E (Figura 1) y acorde a ello se decidió cuáles fueron 
candidatos a ser transferidos, vitrificados o desechados. 
Con el fin de poder comparar las categorías obtenidas con el sistema de clasificación time-lapse, se 
trató de categorizar también en el sistema convencional, obteniéndose cinco categorías: 
- Categoría 1: el zigoto 2PN está en 2 células a las 27 h tras la inseminación, 4 células en día 2, 
y 8 células en día 3. El tamaño de las blastómeras es equivalente en los estadios de 2, 4 y 8 
células, no se observa multinucleación en ningún momento y la fragmentación es menor del 
10%. 
- Categoría 2: el zigoto 2PN está en una o dos células a las 27 horas, 3 o 4 células en día 2, y de 
6 a 8 células en día 3. Sólo se admite una disparidad, o bien 1 célula a las 27 horas, o bien 3 
células en día 2, o 6 o 7 células en día 3. Las blastómeras deben ser simétricas en los estadios 
de 2, 4 y 8 células, no se observa multinucleación en ningún momento y la fragmentación es 
menor del 10%. 
- Categoría 3: el zigoto 2PN está en una o dos células a las 27 horas, 2 a 4 células en día 2, y de 
6 a 8 células o mórula en día 3. El embrión puede tener blastómeras asimétricas y se puede 
observar multinucleación en un máximo de una blastómera en cada estadio celular. El grado de 
fragmentación es menor del 20%. 
- Categoría 4: el zigoto 1PN o 2PN está en una o dos células a las 27 horas, 2 a 6 células en día 
2, y cuatro o más de 8 células o mórula en día 3. El embrión puede tener blastómeras 
asimétricas y estar multinucleado. El grado de fragmentación es menor de 50%. 
- Categoría 5: el embrión tiene un número cualquiera de células a las 27 horas, en día 2 y en día 
3. Las blastómeras son asimétricas, y comprende cualquier tipo de multinucleación y de 




5.1.4 Resultados clínicos: la variable principal analizada fue el embarazo evolutivo, confirmado por 
la presencia de saco gestacional con latido cardíaco detectado mediante ecografía transvaginal en la 
semana 12. Como variables secundarias se analizaron también las tasas de fecundación, tasa de 
desarrollo embrionario, tasa de implantación (calculada como número de sacos con latido cardíaco 
partido el número de embriones transferidos), tasa de embarazo (niveles de βhCG sérica por encima 
de 10 UI/mL el día 14 tras el ICSI) y tasa de pérdida gestacional temprana (considerada cuando tras 
una gestación positiva esta no resulta en un embarazo evolutivo). 
 
5.1.5 Tamaño muestral y análisis estadístico: partimos de la premisa de que la tasa de embarazo 
clínico en nuestro programa de FIV está en torno a un 50% de medía, y nuestra hipótesis de partida 
fue que la combinación de la morfología embrionaria y el algoritmo morfocinético junto con las 
mejores condiciones de cultivo del sistema time-lapse incrementaría las probabilidades de embarazo 
en al menos un 10%. 
Para determinar el tamaño muestral necesario se utilizó macro N2IPV! 2006.02.24 (Domenech, 
Gransero y Sesma), obteniéndose un total de 776 pacientes, 388 por rama. Esta cifra se aumentó en 
un 15% con la intención de prevenir la potencial pérdida de pacientes. 
La comparación cuantitativa de las variables se hizo mediante una t de Student, y la de los datos 
categóricos se utilizó un test de Fisher para comparar proporciones entre ambos grupos. Los 
resultados se consideraron estadísticamente significativos siempre que P < 0.05 y todos los análisis 




De las 930 pacientes incluidas en el estudio, 74 se excluyeron antes de la randomización. Otras 13 se 
excluyeron tras haber sido randomizadas pero antes de finalizar el ciclo, dejando un total de 843 
pacientes incluidas en el estudio: 438 el el grupo estudio (TMS) y 405 en el grupo control (SI) 




Figura 11: Diagrama de flujo que representa el número de pacientes incluido por rama y 
descripción de los motivos de exclusión de cada caso. 
 
 
5.2.1 Características descriptivas de pacientes, donantes y receptoras en el grupo TMS y el SI 
Para evaluar la efectividad de la randomización de los casos se analizaron diferentes características 
tanto de las pacientes, como de las donantes y las receptoras. En la tabla 2 se observa que no hay 
diferencias entre los dos grupos estudiados (TMS vs SI) para ninguno de los parámetros en pacientes, 
receptoras o donantes; en ambos grupos la edad medía es similar, así como el IMC y los parámetros 
relacionados con la estimulación ovárica (dosis de gonadotropinas, número de ovocitos donados, 
duración de la estimulación y concentración final de estradiol). La tasa de fecundación medía fue 
similar también en ambos grupos, aproximadamente un 74,5% por cohorte de ovocitos. El número de 



























Tabla 2: Características descriptivas de las pacientes y de la práctica del laboratorio de FIV en los 
grupos estudio y control. 
 
 
El porcentaje de ovocitos desvitrificados usados en ambos grupos fue muy parecido: 120 pacientes en 
el grupo TMS (27,4%) y 112 en el grupo SI (27,6%). El número de pacientes sometiéndose al primer 
intento en la clínica fue significativamente diferente entre un grupo y el otro: 305 (69,6%) en TMS y 
328 (81,0%) en SI, p < 0,05. En cuanto a las diferencias en la distribución de pacientes entre las dos 
clínicas, también en IVI Bilbao hay un número ligeramente mayor de casos con transferencia en día 5 
(31,6%) comparando con IVI Valencia (22,0%), p < 0,05.  
 
 
 TMS (n=438) SI (n=405) p 
Edad (Años; pacientes y receptoras) 34,7 (34,4-34,9) 34,6 (34,4-34,9) NS 
IMC (kg/m2) 23,2 (22,6-23,7) 23,04 (22,5-23,5) NS 
Estimulación: Largo, agonista GnRH (%)                     14,8 16,4 
NS 
Estimulación: Corto, antagonista GnRH (%) 85,2 83,6 
Dosis total FSH 1781 (1709-1853) 1832 (1763-1900) NS 
Dosis total hMG 1127 (1035-1219) 990 (913-1066) NS 
E2 el día de hCG (pg/ml) 1981 (1882-2079) 1964 (1860-2067) NS 
P4 el día de hCG (ng/ml) 0,76 (0,72-0,80) 0,74 (0,70-0,78) NS 
Días de estimulación 13,0 (12,5-13,6) 13,2 (12,6-13,8) NS 
Receptoras de ovocitos (%) 47,1 (42,4-51,8) 49,1 (44,2-53,9) NS 
Ovocitos Metafase II (n) 8,0 (7,76-8,26) 8,1 (7,8-8,3) NS 
Tasa de fecundación (%) 75,3 (73,8-76,9) 74,0 (72,3-75,7) NS 
Transferencias en D3 (% del total) 72,5 % (68,3-76,7) 75,5 % (71,3-79,7) 
NS 
Transferencias en blastocisto  (% del total) 27,5 (23,3-31,7) 24,5 (20,3-28,7) 
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5.2.2 Características del desarrollo embrionario en el grupo TMS y el SI 
Respecto a las características relacionadas con desarrollo embrionario, se resumen en la tabla 3. El 
porcentaje de fragmentación embrionaria fue significativamente más alto en el grupo TMS 
comparado con el SI (7,5% vs 6,9%). También se observaron diferencias significativas en cuanto al 
porcentaje de embriones óptimos en día 3 (46,2% vs 43,1%, P=0,01) y 5 de desarrollo (20,9% vs 




(embriones = 2638) 
SI 
(embriones = 2427) 
p 
Fragmentación embrionaria (%) 7,5 (7,2 – 7,9) 6,9 (6,5-7,1) 0,006 
Número blastómeras 6,9 (6,8 – 6,9) 6,9 (6,8 – 7,0) NS 
Embriones óptimos en D3 (%) 46,2 (44,2 -48,1) 43,1 (41,3 – 45,1) 0,010 
Tasa de blastocisto (%) 52,3 (50,3 – 54,2) 50,5 (48,5 – 52,5) NS 
Embriones óptimos D5 (%) 20,9 819,4 – 22,4) 16,6 (5,1 – 18,1) 0,001 
Embriones transferidos (por tratamiento) 1,86 (1,8 – 1,9) 1,86 (1,8 – 1,99 NS 
Embriones criopreservados (por tratamiento) 3,9 (3,6 – 4,1) 3,6 (3,4 – 3,9) NS 
 
Tabla 3: Características descriptivas del desarrollo embrionario en los grupos estudio y control 
 
5.2.3 Correlación entre categorías morfológicas y categorías time-lapse 
En las tablas 4 y 5 se muestra la correlación entre cada categoría (morfocinética o morfológica) y la 
tasa de implantación, correspondiendo la tabla 4 a los embriones cultivados y seleccionados en el 










(n = 513) 
N Implantan Implantación (%) Categoría embrionaria Implantación (%) 
A+ 122 74 60,6 
A 52,9 
A- 80 33 41,2 
B+ 46 24 52,2 
B 43,9 
B- 36 12 33,3 
C+ 67 30 44,8 
C 39,5 
C- 52 17 32,7 
D+ 28 13 46,5 
D 29,3 
D- 30 4 13,3 
E 51 7 13,7 E 13,7 
Tabla 4: Correlación entre las categorías morfocinéticas del algoritmo aplicado en el TMS y la tasa 
de implantación. Los resultados recogen únicamente aquellos ciclos con implantación conocida (0% 
o 100%). 
 
Categoría embrionaria N total (n = 469) 
Implantación (%) 
I 72 38,8 
II 224 35,7 
III 146 24,7 
IV 27 11,1 
V 0 - 
Tabla 5: Correlación entre las categorías morfológicas convencionales y la tasa de implantación. 
Los resultados recogen únicamente aquellos ciclos con implantación conocida (0% o 100%). 
 
5.2.4 Resultados clínicos 
En la tabla 6 se recogen los resultados obtenidos para las variables clínicas estudiadas. Teniendo en 
cuenta todos los ciclos, incluidos aquellos en los que finalmente no hubo transferencia embrionaria, 
la tasa de embarazo evolutivo fue significativamente mayor en el grupo TMS comparado con el 
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grupo SI (51,4% vs 41,7%). Respecto a la tasa de embarazo, las tasas no fueron significativamente 
diferentes (61,6% vs 56,3%). 
Al analizar los resultados por ciclo con transferencia los resultados son similares: la diferencia en 
cuanto a tasa de gestación evolutiva es significativamente diferente en ambos grupos a favor del TMS 
(54,5% vs 45,3%) pero no ocurre así con la tasa de embarazo (65,2% vs 61,1%). 
Al analizar en los ciclos con embarazo la tasa de pérdida gestacional temprana, obtuvimos que era 
significativamente menor en el grupo TMS comparando con el SI (16,6% vs 25,8%). 
Por último, la tasa de implantación resultó significativamente mayor en el grupo TMS con respecto al 







Riesgo relativo (RR) P valor 
Todos los ciclos con punción 438 405   
Embarazo (%) 61,6 (56,9-66,0) 56,3 (51,4-61,0) 1,09 (0.98-1,23) 0,12 
Embarazo evolutivo (%) 51,4 (46,7- 56,0) 41,7 (37,0-46,6) 1,23 (1,06-1,43) 0,005 
Todas las transferencias 415 373   
Embarazo (%) 65,3 (60,6-69,7) 61,1 (56,1-65,9) 1,07 (0,95-1,19) 22 
Embarazo evolutivo (%) 54,5 (49,6-59,2) 45,3 (40,3-50,4) 1,20 (1,04-1,39) 0,01 
Todos los ciclos con embarazo 271 228   
Pérdida gestacional temprana 16,6 (12,6-21,4) 25,8 (20,6-31,9) 0,64 (0,45-0,91) 0,01 
Todos los embriones transferidos 775 699   
Tasa de implantación (%) 44,9 (41,4-48,4) 37,1 (33,6-40,7) 1,43 (1,05-1,39) 0,02 





El aumento en los resultados clínicos no resultó ser diferente entre las clínicas incluidas en el estudio, 
como se pudo observar mediante un test Chi-cuadrado, y tampoco se observaron diferencias 
significativas entre hacer transferencia en día 3 o en día 5 de desarrollo. 
 
5.3. Discusión 
Este ha sido el primer estudio prospectivo randomizado que ha cuantificado la mejora en los 
resultados clínicos tras incubación y selección embrionaria el sistema time-lapse EmbryoScope® en 
ser publicado. En vista de los resultados, se puede afirmar que el uso del TMS estudiado así como la 
aplicación del modelo de selección publicado por nuestro grupo en 2011 (Meseguer 2011) suponen 
una considerable mejora en las tasas de embarazo evolutivo e implantación, así como una reducción 
en la tasa de pérdida gestacional temprana. 
¿Cuáles pueden ser los motivos que expliquen esta mejoría?. Probablemente sean varios 
simultáneamente: (1) las estrictas y controladas condiciones de cultivo, (2) la manipulación mínima 
de los embriones tanto dentro como fuera del incubador, (3) la mayor información sobre el desarrollo 
embrionario para poder evaluar cualitativamente su morfología, y (4) el uso de parámetros 
morfocinéticos cuantitativos para seleccionar los mejores embriones. 
La mejora relativa de la tasa de embarazo usando el modelo de regresión logística se estimó en un 
15,7% por transferencia embrionaria, como se explicó en detalle en el capítulo anterior. Los 
resultados obtenidos en este trabajo están en línea con esa estimación, que es de un 16,9% por 
transferencia.   
La mayor limitación de este estudio es que no podemos saber con seguridad cuánta de esa mejora es 
atribuible a las condiciones de cultivo y cuánta al modelo de selección, aunque eso es algo que los 
autores consideramos desde el primer momento y asumimos en el diseño del estudio. En cuanto a 
otras limitaciones menores podríamos señalar que la randomización de las pacientes no fue perfecta,  
ya que cabía esperar una distribución 50:50 y en lugar de ello fue de 51,9:48,1. La principal razón de 
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esta desviación fue que la demanda de cultivo TMS por parte de las pacientes fue menor. otra 
limitación es que los criterios de inclusión fueron muy estrictos, con lo cual sólo entraron en el 
estudio pacientes con buen pronóstico, de manera que el valor potencial del EmbryoScope® sería 
aplicable sólo a ese grupo de pacientes. Otra limitación del estudio es que el cultivo embrionario se 
realizó a concentración de O2 atmosférico, con lo cual la mejor observada podría no darse en 
condiciones de cultivo diferentes. 
Otro aspecto a tener en cuenta y que podría ser un potencial factor de confusión es la disparidad de 
volúmenes de medio de cultivo al comparar la placa de cultivo convencional con la del 
EmbryoScope®. También observamos una correlación inversa entre el grado de fragmentación de 
los embriones y la proporción de embriones óptimos entre TMS y SI. En ambos casos las diferencias 
fueron muy pequeñas y ese mayor grado de fragmentación finalmente no ha impactado sobre el 
porcentaje de embriones obtenidos. 
Como conclusión final podemos decir que nuestro estudio demuestra prospectivamente una mejora 
en los resultados clínicos tras el cultivo en el EmbryoScope® y selección de los embriones en base a 





















































































































































































































 La incidencia de la división directa en la población es de un 13,68%  lo cual convierte a este 
fenómeno en suficientemente frecuente como para ser tenido en cuenta a la hora de evaluar el 
desarrollo embrionario. 
 La duración del segundo ciclo celular es mucho menor en los embriones que presentan 
división directa.  
 Estos embriones cuya división de dos a tres células ocurre en menos de 5 horas (incluso a 
veces sin pasar por el estadio de dos células sino directamente de una a tres) tienen un 
potencial de implantación significativamente menor que aquellos con una duración del 
segundo ciclo celular normal, en torno a un 1,2%. 
 La tasa de embarazo es significativamente mayor en los tratamientos en los que se utiliza un 
sistema time-lapse en lugar de un incubador convencional, siendo esa mejora sustancial de un 
20,1%. 
 El porcentaje de ciclos sin transferencia (cancelaciones) es significativamente menor en el 
grupo TMS comparando con el SI (2,8% vs 5,2%). 
 El porcentaje de embriones óptimos fue significativamente mayor en el grupo TMS 
comparado con el incubador convencional, tanto en día 3 (46,2% vs 43,1%, P=0,01) como día 
5 de desarrollo (20,9% vs 16,6%, P = 0,001). 
  La tasa de embarazo evolutivo por ciclo es significativamente mayor en el TMS comparado 
con el SI (51,4% vs 41,7%). La tasa de embarazo evolutivo por transferencia también es 
significativamente mayor en el TMS comparado con el SI (54,5% vs 45,3%). 
 La pérdida de embarazo temprano es significativamente menor en los ciclos TMS comparado 
con el SI (16,6% vs 25,8%). 
 La tasa de implantación es significativamente mayor en los ciclos TMS en comparación con 















































 La tecnología time-lapse es una nueva herramienta que permite al embriólogo seleccionar 
embriones con una mayor capacidad de implantación. Lo hace a través de la detección de 
marcadores cualitativos y cuantitativos que son medibles gracias a un monitoreo continuo del 
embrión. 
 La relativamente elevada incidencia del fenómeno de división directa en la cohorte 
embrionaria, en combinación con la baja implantación de estos embriones, nos hace afirmar 
que se trata de un parámetro morfocinético con la potencia suficiente para ser utilizado en la 
actividad clínica. 
 La aplicación del algoritmo de selección embrionaria basado en variables morfocinéticas 
diseñado por nuestro grupo permite un incremento absoluto de un 10% de las tasas de 
implantación y embarazo clínico. 
 El estudio prospectivo randomizado nos indica que la estrategia de cultivo y selección 
embrionaria en un TMS como es el EmbryoScope® mejora los resultados clínicos de los 
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